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Uber zwei Arten von Harnstoff bildung bei Champignons. 


Von 
Nicolai N. Iwanoff und A. Toschewikowa. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle 
Agronomie zu Petersburg-Leningrad.) 


(Eingegangen am 20. November 1926.) 


Durch die vorhergehenden Arbeiten des einen von uns ist 
experimentell gezeigt worden, daB sich in den Pilzen Harnstoff bilden 
kann, entweder auf synthetischem Wege auf Kosten des von auBen 
eingefiihrten Ammoniaks oder durch Zerfall aus dem Arginin derjenigen 
EiweiBstoffe, auf denen sich der betreffende Pilz entwickelt hat. Die 
harnstoffsynthetische Titigkeit ist nur héheren Hutpilzen eigen; es 
geniigte, die Fruchtkérper des Bovists') mit gasférmigem Ammoniak 
oder mit Ammoniumsalzlésung zu behandeln, damit dieselben wihrend 
des Aufbewahrens Harnstoff in iiberschiissiger Menge im Vergleich zu 
den Kontrollexemplaren anhauften; weder in den getéteten Pilzen, noch 
im Safte dieser Pilze konnte man Harnstoffsynthesen durch von auBen 
zugefiigtes Ammoniak hervorrufen. 

Ein anderes Bild erzielt man bei der Untersuchung von niederen, 
besonders Schimmelpilzen?), und von Bakterien*). Hier wird bei Kulturen 
auf Pepton oder auf\ Zerfallsprodukten von Eiweifstoffen Harnstoff 
nur aus dem Arginin des Nihrmediums angehauft ; gibt man statt Pepton 
ein Gemisch von Aminosiuren ohne Arginin, so wird kein Harnstoff 
gebildet. In diesem und jenem Falle wird der Harnstoff angehauft, weil 
das denselben spaltende Ferment, die Urease, fehlt. 

In einer friiheren Abhandlung*) hat der eine von uns den Prozeb 
der Harnstoffbildung in Champignons mit der Bildung des Harnstoffs 


1) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 136, 9, 1923. 

2) Derselbe, ebendaselbst 157, 229, 1925; 162, 425, 1925. 
3) Derselbe, ebendaselbst 175, 181, 1926. 

*) Derselbe, ebendaselbst 148, 62, 1923. 
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2 N. N. Iwanoff u. A. Toschewikowa: 


in der Leber von Warmbliitern verglichen. Die Leber ist ein Organ, 
welches bei Tieren aus Ammoniak und Kohlensiure Harnstoff erzeugt 
und nach den Angaben von Wakemann und Dakin') beim Durch- 
leiten von Harnstoff kein Ammoniak bildet. Durch Anwendung ihrer 
empfindlichen Methode der Harnstoffbestimmung haben Fosse und 
Rouchelmann*) gezeigt, daB man in der zerriebenen Hundeleber keine 
Abnahme des Harnstoffs beobachten kann. Dieser Umstand wird 
durch das Fehlen der harnstoffspaltenden Funktion in der Leber erklart. 
LaBt man die Champignons Harnstoff aufsaugen, so haiufen diese den- 
selben bis zu 14,9 Proz. an, zersetzen aber denselben nicht in Ammoniak 
und Kohlensaure; der Saft der Champignons ist ebenso nicht imstande, 
Harnstoff zu spalten. Indessen besitzen die Champignons, ebenso wie 
die Leber, das Ferment, die Arginase, welches Harnstoff von Arginin 
abspaltet. Die Ahnlichkeit des Fruchtkérpers des Champignons mit 
der Leber erregte in uns den Gedanken, zu beweisen, da in ein und 
demselben Objekt, in den Champignons, der Harnstoff zweierlei Ur- 
sprungs sein kann: 1. synthetischen, aus Ammoniak und Kohlensiure, 
und 2. analytischen, aus Arginin. Da schon friiher gezeigt worden ist*), 
daB die Fruchtkérper von Champignons durch ihren Stiel verschiedene 
Substanzen aufsaugen und dieselben in den Hut richten, so war es 
von Interesse, das Schicksal der von denselben aufgesogenen Ammonium- 
salze einerseits und des Arginins andererseits zu verfolgen. 


Im: Verlauf von 4 Monaten (Januar bis April) 1926 erhielten wir 
Fruchtkérper von Champignons (Psalliota campestris), welche im 
Treibhaus gezogen wurden. Die Champignons von verschiedenem 
Alter wurden vom Mycel getrennt, der Lange nach in zwei gleiche 
Halften geschnitten und mit dem Stiel versetzt: Kontrollchampignon in 
Wasser, Versuchschampignon in eine Lésung von Ammoniumsalz oder 
von Arginin; nach 2, 3 und 4 Tagen wurde der Versuch beendigt, und 
zur Analyse wurden nur die Hiite gewihlt, die Stiele fortgelassen. Die 
Kontroll- und Versuchsportionen wurden bei 105 bis 110°C getrocknet, 
in Pulver verwandelt und aus demselben mittels heiBen Wassers auf 
dem Wasserbad ein Extrakt erzielt. In dem Extrakt wurde nach 
R. Fosse der Harnstoff bestimmt. 

Besonders interessant fiir die Untersuchung erschien uns das 
Ammoniumcarbonat, welches die fiir den Harnstoff nétigen Substanzen, 
Kohlensiure und Ammoniak, enthilt. Die Harnstoffsynthese ist ein 
OxydationsprozeB, welcher parallel mit groBem Verbrauch von Kohle- 
hydraten beim Atmen verlauft. 


1) A. Wakemann and H. Dakin, Journ. of biol. Chem. 9, 327, 1911. 
2) R. Fosse et N. Rouchelmann, C. r. 172, 771, 1921. 
3) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 150, 115, 1924. 
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Alle unsere Versuche zeigten einstimmig, daB das aus der Lésung 
entnommene Ammoniumcearbonat in den Hut des Pilzes eindringt 
und daselbst in Harnstoff umgewandelt wird. 


Versuch 1. 
Die HAalften von zwei groBen Pilzen wurden der Lange nach zerschnitten 
und mit den Stielen versenkt: 
1. in 200 com Wasser; 2. in 200 com Wasser + 1 g (NH,),CO,. Nach 
3 Tagen wurden die Huthalften getrocknet, in Pulver verwandelt und 
analysiert auf Harnstoff; die Stiele wurden weggelassen. 
Es erwies sich in 2 g Trockensubstanz'): 
Kontrollportion ..... . . . 123,2mg Harnstoff 
Ammoniumportion . ... .. . 172,4 ,, 


In den Versuchsportionen erwies sich Harnstoff um 40 Proz. mehr, 
weil das Ammoniumcarbonat in Harnstoff itibergegangen war. 

Im folgenden Versuch wurde in der Kontroll- und in der Versuchs- 
portion auBer Harnstoff auch der Gesamtstickstoff bestimmt. 


Versuch 2. 


Zwei alte Fruchtkérper von Champignon wurden der Lange nach zer- 
schnitten und die Halften versenkt: 

1. in 200 cem Wasser; 2. 200 ccm Wasser + 1g (NH,),CO,. Der 
Versuch dauerte 3 Tage, dann wurden die Hiite bei 110° getrocknet, zu 
Pulver zerrieben und au! Harnstoff und Gesamtstickstoff analysiert. 


Es erwies sich in 2g Trockensubstanz: 





| Gesamt-N Harnstoff Harnstoff-N 


; mg mg mg 
Kontrollportion ....... 224.6 175,2 81.8 
Ammoniumportion. .... . 239.0 215,0 1005 


In der Versuchsportion war die Gesamtmenge des Stickstoffs 
und in fast demselben Verhaltnis die Menge des Harnstoffstickstoffs 
gestiegen. 

Versuch 3. 

Zwei junge Fruchtkérper von Champignon wurden der Lange nach 
zerschnitten und beide Halften versenkt: 

1. in 200 cem Wasser; 2. 200ccm Wasser + 1g (NH,),CO,. Der 
Versuch dauerte 3 Tage, dann wurden die Hiite getrocknet, gepulvert und 
analysiert. Gesamtstickstoff in 1 g. 

Kontrollprobe . . 102,2 mg (0,3530 g ergaben 36,09 mg N = 10,22 Proz.) 
Ammoniumprobe 108,8 mg (0,3220g ergaben 35,05 mg N 10,88 Proz.) 


1) Das Gewicht der Huthalften betrug etwas iiber 2 g, gerechnet wurde 
auf Portion von 2g. 


hetdumsiuan 
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In 1 g erwies sich: 


= 


Harnstoff | Harnstoff-N 





ee” ‘ 
In Kontrollportion. . . 52,15 24,33 
» Ammoniumportion . 68,82 32,11 


Die Gesamtmenge des Stickstoffs ist gestiegen in der Ammonium- 
portion dank des eingesogenen Ammoniumcarbonats, welches in Harn- 
stoff iiberging. 

Wir haben eine Reihe Versuche mit Ammoniumsalzen verschiedener 
Sauren angestellt und haben dieselben Resultate erzielt. Hier sei einer 
mit Ammoniumnitrat angefiihrt. 


Versuch 4. 

Ein groBer Champignon wurde der Lange nach in zwei Teile zerschnitten 
und mit den Stielen versenkt: 

1. in 150 cem Wasser; 2. in 150 cem 1,5proz. NH,NO. 

Nach 2 Tagen wurde der Versuch beendet, die Stiele verworfen, die 
Huthalften bei 70° getrocknet, gepulvert und auf Harnstoffgehalt gepriift. 
Die Portionen betrugen etwa 2 g. 

Es erwies sich in 2 g Trockensubstanz: 

Kontrollportion ........ 120,2 mg Harnstoff 
Ammoniumportion ....... 144,8 ,, ~ 

Ammoniumnitrat trigt ebenso zur Harnstoffanhiufung bei wie 
Ammoniumcarbonat. 

Aus den beschriebenen Versuchen geht hervor, daB die Frucht- 
kérper von Champignons, ahnlich der Leber der Warmbliiter, Harnstoff 
aus von auBen zugefiigtem Ammoniak synthetisieren kénnen. 

Weiter haben wir eine Reihe Versuche angestellt, in denen die 
Halften der Fruchtkérper mit dem Stiele, die einen in Wasser, die 
anderen in Argininnitratlésung versenkt wurden; diese Lésung drang 
in den Pilzhut ein, was man nach der Reaktion auf Salpetersiure und 
nach der gesteigerten Stickstoffmenge in demselben ebenso wie nach 
dem Steigen des Harnstoffs in der Versuchsportion beurteilen konnte. 


Versuch 5. 
Zwei junge Fruchtkérper von Champignon wurden der Lange nach 
zerschnitten und die Halften mit Stielen versenkt: 
1. in 100 ccm Wasser; 2. in 100 ccm Wasser + 0,5 g Argininnitrat. 
Nach 3 Tagen wurden die Hiite getrocknet, gepulvert und auf Harnstoff 


analysiert. 
Es erwies sich in 2 g Trockensubstanz: 
Kontrollportion ..... . . . 112,6mg Harnstoff 


Argininportion. . . . . . . . . 122,0 ,, 
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Das Arginin drang in den Pilzhut ein und wurde dort unter Aus- 
scheidung von Harnstoff gespalten. 

Im folgenden Versuch wurde in dem wisserigen Extrakt aus den 
Pilzhalften auBer Harnstoff noch der Gesamtstickstoff bestimmt. 


Versuch 6. 

Der Champignon wurde der Lange nach in zwei Halften geteilt, die 
mit den Stielen auf 4 Tage versenkt wurden: 

1. in 100 com Wasser; 2. in 100 ccm wasserigem | proz. Argininnitrat. 
Die Hiite der Halften wurden getrocknet bei 70°, gepulvert und mit Wasser 
auf siedendem Wasserbad extrahiert; im Extrakt wurden Harnstoff und 
Gesamtstickstoff bestimmt. 

Es erwies sich in 1 g Trockensubstanz. 





Harnstoff ~ dl 


| om ms 
Te rr 46,7 47,1 
angel ge a ah cal et OS 57,5 65.4 


Die Gesamtstickstoffmenge ist in der Versuchsportion gestiegen 
von dem eingedrungenen Arginin ist Harnstoff abgespalten worden. 
Folglich wird das Arginin im Fruchtkérper des Champignons durch die 
Arginase ebenso wie in der Leber der Warmbliiter gespalten. 

Die beschriebenen Versuche zeigen, daB im lebendigen Gewebe 
des _Fruchtkérpers ebensoleche fermentative Spaltungsprozesse, wie 
in dem getéteten, stattfinden. Wie bekannt, ist die Arginase, welche 
das Arginin in Ornithin und Harnstoff spaltet, von Kossel und Dakin') 
in der Leber entdeckt, von Shiga*) in der Hefe konstatiert worden, 
und A. Kiesel*) hat gezeigt, daB dieses Ferment im Pflanzenreich sehr 
verbreitet ist; speziell hat letzterer gefunden, daB Champignons, unter 
Bedingung der Autolyse mit Toluol, das von auBen zugefiigte Arginin 
spalten und daB man im Medium durch qualitative Reaktion Harnstoff 
feststellen kann. 

Kann im lebenden Gewebe des Fruchtkérpers des Champignons 
wie synthetische, so auch analytische Harnstoffbildung stattfinden. 
so kénnen wir erwarten, daB in dem aus Champignons ausgepreBten 
Safte nur der letztere ProzeB stattfinden wird, weil die Harnstoff- 
synthese in Pilzen, nach friiheren Angaben‘), nur im lebenden Gewebe 
verlaufen kann. Von den Angaben Kiesels, dab im Champignon Arginase 


1) Kossel und Dakin, Zeitschr. f. phys. Chem. 41, 321; 42, 181, 1904. 

*) Shiga, ebendaselbst 42, 505, 1904. 

3) A. Kiesel, ebendaselbst 75, 169, 1911. Das Arginin und dessen 
Verwandlung in Pflanzen, Moskau 1916 (russisch). 

4) N. N. Iwanofj, diese Zeitschr. 148, 62, 1923. 
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vorhanden und die Urease schwach entwickelt ist, ausgehend, haben 
wir folgenden Versuch angestellt. 


Versuch 7. 


Aus zehn Fruchtkérpern von Champignons, die in der Schale zerrieben, 
wurde der Saft ausgepreBt und Portionen zu 10 ccm mit Toluol gewahlt. 
Nach 2 Tagen bei 35°C: 





Harnstoff 


mg 
Sea Ge Eee a Se 29,2 
2.10 , » OSS GLO, 2.6. ne hE. 29,7 
3.10 . eee ee ae eee 36,9 


Im Pilzsaft wird kein Harnstoff gebildet, wenn man Ammonium. 
carbonat zufiigt, so daB keine synthetische Harnstoffbildung statt- 
findet; aber durch die Anwesenheit von Arginase im Safte wird aus 
Arginin Harnstoff abgespalten, was aus der dritten Portion, zu der 
0,1 g Argininnitrat zugefiigt worden war, zu ersehen ist. 

Das Ausbleiben der Harnstoffsynthese im Champignonsaft aus 
Ammoniumcarbonat erklirt sich dadurch, daB unter diesen Bedingungen 
der normale, fiir die Harnstoffsynthese notwendige OxydationsprozeB 
gestért wird. 

Die Harnstoffbildung bei Pilzen erméglicht uns, ein verallgemeinern- 
des Bild von der Stickstoffumwandlung in Pflanzen- und Tierzellen 
darzustellen. Niedere Pilze (Schimmel) und hiedere Tiere verbinden 
das von ihnen ausgearbeitete Ammoniak mit Sauren und machen es 
auf diese Weise unschidlich. Anders verhilt sich die Sache mit 
Ammoniak bei héheren Tieren und bei héheren Pilzen (Boviste, Cham- 
pignons) ; hier wird aus Ammoniak und Kohlensaure synthetisch Harn- 
stoff gebildet, welcher bei Tieren als Abfallsprodukt erscheint, bei den 
Pilzen aver ebenso als Abfallsprodukt in Abwesenheit von Kohle- 
hydraten, und als Nahrstoffe in Gegenwart von Kohlenstoffsubstanzen, 
analog dem Asparagin und Glutamin griiner Pflanzen. 

Pflanzen und Tiere haben sich unter morphologischen und physio- 
logischen Komplikationen wihrend des Evolutionsganges auf selb- 
stindigen Wegen und unabhiangig voneinander entwickelt, aber oft 
beobachtet man in ihren  physiologischen Anpassungen einen 
Parallelismus. Die Leber der Warmbliiter und der Fruchtkérper des 
Champignons synthetisieren in gleicher Weise Harnstoff. Dieser Fall 
ist nicht der einzige. Es ist bekannt, daB insektenfressende Pflanzen 
(Nepenthes) einen Saft ausscheiden, welcher ein Ferment enthalt, das 
analog dem Pepsin héherer Tiere ist. Dieses Ferment der insekten- 
fressenden Pflanzen, das nur eine primaire Spaltung des Eiweifstoffs 
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hervorruft, erscheint als eine hochentwickelte physiologische An- 
passung, die bei niederen Tieren fehlt. Somit erlaubt uns die Unter- 
suchung der Harnstoffbildung bei Pflanzen, die Zellen der Pflanzen 
und Tiere physiologisch miteinander noch mehr zu nahern. 


SchluBfolgerungen. 


1. Die Fruchtkérper der Champignons, vom Mycel getrennt, 
saugen unter den Versuchsbedingungen aus der Lésung Ammonium- 
carbonat auf, lenken dasselbe in den Hut und synthetisieren daselbst 
Harnstoff aus demselben. 

2. AuBer synthetischer Harnstoffbildung in Champignons kann 
auch die Bildung von Harnstoff aus von auBen eingefiihrtem Arginin 
beobachtet werden. 

3. Im letzten Falle kann Harnstoff auch im Champignonsaft, 
dem Arginin zugefiigt ist, konstatiert werden, aber bei Zugabe von 
Ammoniumcearbonat zum Champignonsaft wird keine Harnstoff- 
anhaufung erzielt, weil die synthetische Harnstoffbildung einen Oxy- 
dationsprozeB darstellt, welcher nur in lebenden Zellen des Pilzes 
vor sich geht. 

















Uber Harnstoff bei Bakterien. II. 
Von 
Nicolai N. Iwanoff und M. I. Smirnowa. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Instituts fiir experimentelle 
Agronomie zu Petersburg-Leningrad. ) 


(Eingegangen am 20. November 1926.) 


Vor einiger Zeit hatte der eine!) von uns eine vorliufige Mitteilung 
iiber das Vorkommen von Harnstoff bei eiweiBzersetzenden Bakterien 
veréffentlicht. Die Kulturen von Bac. megatherium und Bac. tumescens 
auf Pepton mit Gelatine bildeten merkliche Harnstoffmengen, die in 
einzelnen Fillen bis 7,88 mg auf 10 ccm Nahrungssubstanz betrugen. 
Harnstoff wurde nicht gebildet, wenn die Bakterien sich auf Amino- 
siuren entwickelt hatten, aber derselbe erschien in dem Falle, wo zum 
Kulturmedium Argininsalz hinzugefiigt wurde. Diese Tatsachen 


fiihrten zu dem SchluB, daB wir es in diesem Falle mit einer Harnstoff- 


. bildung aus Arginin zu tun haben. Zur Erweiterung und Vertiefung 


dieses Problems haben wir eine Reihe Versuche angestellt, wobei wir 
zur Harnstoffbestimmung die Methode von R. Fosse benutzten. Es 
erwies sich, daB in betreff der Harnstoffbildung auf ein und demselben 
Nahrsubstrat verschiedene Bakterien sich verschieden verhalten: Die 
einen haufen Harnstoff verhiltnismaBig leicht an, die anderen mit 
Schwierigkeit, und endlich die dritten unter jeglichen Bedingungen 
iiberhaupt keinen Harnstoff. Diese Verschiedenheit hangt natiirlich 
von dem Umstand ab, daB zur Bildung von Harnstoff aus dem Arginin 
des EiweiBstoffs eine sukzessive Tatigkeit einer Reihe von Fermenten 
nétig ist; andererseits liBt sich das Nichtvorkommen von Harnstoff 
bei einigen Arten dadurch erklaren, daB derselbe unter dem EinflubB 
der Urease weiter in Ammoniak und Kohlensiure gespalten wird. 
In einer vorhergehenden Arbeit*) war gezeigt worden, daB man bei 
einer Kultur von Pilzen auf Gelatine und Pepton, ohne Zugabe von 
Kohlehydraten, dieselben ohne Urease kultivieren und dabei Harnstoff 
anzuhaufen zwingen kann. 


1) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 175, 181, 1926. 
2) Derselbe, ebendaselbst 157, 229, 1925. 
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Es gelang zu zeigen, z. B. an Schimmelpilzen, daB die Zugabe 
von Kohlehydraten, Glycerin und anderen Substanzen zu _ solchen 
ureasefreien Kulturen die Urease zur Tatigkeit anregte und das Ver- 
schwinden des Harnstoffs begiinstigte. 

Weiter folgend, werden Versuche tiber den EinfluB von kohlenstoff- 
haltigen Substanzen bei Bakterien auf folgendem Nahrsubstrat be- 


schrieben : 
ES nue Sua ek he bce a, > Lk 
Liebigs Extrakt ......... 0,5¢ 
Gee, SEti. crv oe. The 
OS case due ov eite wd lie 
Leitungswasser bis. . . . . . . . 100 cem 


Dieses Nahrmedium wurde stets in Reagenzréhrchen auf 10 ccm 
gebracht, mit Kulturen besit und bei 30°C stehengelassen. 


Versuche mit harnstoffbildenden Bakterien. 


10cem Néhrmedium; zum zweiten wurden 0,5 g Glucose und zum 
dritten 0,2 g Mannit hinzugefiigt. Temperatur 30° C. 


Bac. megatherium. 





Wachstums- | Harnstoffmenge 





dauer in Tagen | in mg 
1. Ohne Zugabe von Glucose . . b ze 
4 . . 12 0 
2. Mit 05g Glucose. ...... 55 0 
3. Mit 02g¢ Mannit....... 12 0 


In Gegenwart von Glucose und Mannit hat sich gar kein Harnstoff 
gebildet; nach der Analogie mit Schimmelpilzen zu urteilen, begiinstigen 
diese Substanzen héchstwahrscheinlich die Bildung der Urease. 

In einer anderen Reihe von Versuchen entwickelten sich die 
Bakterien auf Pepton mit Gelatine ; in der Kultur wurde die Anwesenheit 
von Harnstoff konstatiert; darnach wurden unter sterilen Bedingungen 
0,2 g Glucose mit 2 ccm destilliertem Wasser hinzugefiigt. 


B. megatherium. 
1. Nach 12Tagen ........... . . 3,1 mg Harnstoff 
2. Ebenso, aber nach 12 Tagen waren 0,5 ¢ 
Glucose hinzugefiigt und dann nach 33 Tagen 0 


a eee Ge Se ac et ede erelttar se « os OA 
4. Ebenso, aber nach 21 Tagen zugegeben 0,5 g 
Glucose und nach 10 Tagen .... . . . Spuren 


Somit wird durch Zugabe von Glucose zur Kultur die Spaltung 
| des Harnstoffs unter dem EinfluB der unter diesen Bedingungen sich 
bildenden Urease begiinstigt. In den Fallen, wo die Glucose zu alteren 
| 
| 


Kulturen, z. B. 36- bis 42tagigen, hinzugefiigt wurde, beobachteten 
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wir, daB, selbst nach andauerndem Aufbewahren, der vorhandene 
Harnstoff nicht ganzlich zersetzt wurde, es blieben z. B. 1,8 mg zuriick. 

Diese Beobachtung erklaren wir durch den Umstand, daB die 
Glucose, die zu einer alten Kultur hinzugefiigt wird, keine neue Ent- 
wicklung von ureasehaltigen Bakterien hervorrufen kann. 

Indem wir Harnstoff in groBen Mengen von Kulturen B. mega- 
therium bestimmten, konnten wir konstatieren, daB mit dem Steigen 
der Aufbewahrungszeit der Kultur die Harnstoffmenge stieg, aber in 
einzelnen Fallen, bei verhailtnismaiBig langem Aufbewahren derselben, 
beobachteten wir eine Stockung und sogar eine gewisse Verminderung 
der Harnstoffmenge, was man der Einwirkung des Mediums zuschreiben 
konnte, da dasselbe alkalische Eigenschaften besaB. 

So wurde in Kulturen mit B. megatherium, unter sonst gleichen 
Bedingungen, erzielt: 





Kulturdauer Harnstoff 
Tage mg 
55 15.50 
69 13,10 
75 11,09 


B. tumescens. 
Auf demselben Nahrsubstrat in 10 cem wurde B. tumescens gesat und 





bei 30° C verschiedene Zeit stehengelassen. 4 
Kulturdauer Harnstoff 
Tage mg 
12 4,04 
25 10,00 
32 12,40 
69 12,80 


Es wurden also ebensolche Anhiufungen wie bei B. me jum 
erzielt. 

Ahnliche Resultate wurden auch durch Zugabe von Glucose zum 
Nahrsubstrat erhalten; so z. B. bei Zugabe von 0,1 g Glucose am Anfang 
des Versuchs erwies sich nach 55 Tagen keine Spur von Harnstoff, 
wahrend ohne Zugabe von Glucose 12,4 mg desselben zugegen waren. 


Proteus Sophii. 
Auf demselben Substrat. 





Kulturdauer Harnstoff 
Tage mg 
14 9.8 


69 10.9 
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Falls Mannit oder Glycerin hinzugegeben wurde, so war Harnstoff 
nur spurenweise vorhanden. 


B. mesentericus. 


Dasselbe Nahrsubstrat. 
Nach 69 Tagen ergab die Kultur 13,2 mg Harnstoff. 


B. subtilis. 
Dasselbe Nahrsubstrat. 
Nach 69 Tagen ergab die Kultur 3,0 mg Harnstoff. 


B. mycoides. 
Dasselbe Nahrsubstrat. 
Nach 69 Tagen ergab die Kultur 6,4 mg Harnstoff. 


Neben diesen Bakterien, die uns bestandig Harnstoff lieferten, 
wenn sie auf Gelatine und Pepton gewachsen waren, trafen wir auch 
solche Bakterien, welche auf demselben Nahrsubstrat, selbst bei an- 
dauernder Kultur, keinen Harnstoff gaben. Zu solchen Bakterien 
gehéren nach unseren Versuchen B. fluorescens, B. coli commune, Proteus 
vulgaris und das von Herrn Prof. Omeljanskij entdeckte und uns zur 
Verfiigung gestellte B. esteroaromaticus Omel.; die eben genannten ergaben 
bei einer Kultur von 42 bis 69 Tagen gar keine Spuren von Harnstoff, 
dafiir aber fanden wir in den Zerfallsprodukten derselben  stets 
Ammoniak. Es ist klar, da8 die Anhiufung oder das Fehlen des Harn- 
stoffs mit der Abwesenheit oder Anwesenheit der Urease verbunden 
sein muB. Um diese Frage zu lésen, fiigten wir zu den wachsenden 
Kulturen von Bakterien unter sterilen Bedingungen bestimmte Mengen 
Harnstoff hinzu und beobachteten das weitere Schicksal desselben. 


Versuche iiber die Aufklirung des Verhiltnisses zwischen dem Harnstoff 
und der Urease. 


Auf gewéhnlichem Nahrsubstrat — 10 cem Gelatine + Pepton — 
wurde die Kultur B. megatherium entwickelt. 


Nach 28 Tagen wurden zwei parallele Kulturen gewahlt: in der ersten 
wurden 4,4mg Harnstoff konstatiert, zur zweiten wurde unter sterilen 
Bedingungen 2cem Wasser mit 7,3 mg Harnstoff hinzugefiigt und noch 
7 Tage stehengelassen; nach Verlauf dieses Zeitraums wurde ebenso Harn- 
stoff bestimmt, dessen Menge sich zu 11,4 mg erwies. 

Somit waren in der zweiten Kultur 4,4 mg Harnstoff enthalten und 
7,3 mg hinzugegeben. Falls die Urease véllig fehlte, so miiBten nach der 
Berechnung 11,7 mg (7,3 + 4,4) Harnstoff vorhanden sein; in der Tat 
erwiesen sich auch 11,4 mg, d. h. fast dasselbe Quantum, das laut Berechnung 
zu erwarten war. 

In einem anderen Falle, in einer Kultur von B. megatherium, waren 
2,3 mg Harnstoff vorgefunden worden und es wurden 2 cem Wasser mit 
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7,3 mg Harnstoff hinzugefiigt und noch 18 Tage stehengelassen: es erwiesen 
sich 9,4mg Harnstoff, d. h. eine Menge, die fast die anfangliche von 
(2,3 + 7,3) 9,6 mg betrug. 

Hieraus folgt, daB bei B. megatherium die Anhiufung von Harn- 
stoff als Folge der Abwesenheit des Ferments Urease erscheint, weil 
selbst der von auBen zugefiigte Harnstoff keiner Zersetzung unter- 
worfen wird. 

Eine ahnliche Erscheinung beobachteten wir bei allen Bakterien. 
welche Harnstoff anhiuften. 


B. tumescens. 


In 28tagiger Kultur waren 10,0mg Harnstoff enthalten, zugefiigt 
wurden 8,7 mg Harnstoff und 7 Tage stehengelassen bei 30°C; es er- 
wiesen sich im Resultat 19,5 mg, eine etwas gréBere Menge, als die ur- 
spriingliche, 18,7 mg. 

Proteus Sophii. 

In der Kultur waren 2,59 mg Harnstoff enthalten, zugefiigt wurden 
7,3 mg Harnstoff. Nach 10 Tagen erwiesen sich 9,10 mg statt der urspriing- 
lichen 9,89 mg. 


B. subtilis. 


In der Kultur waren 1,25 mg Harnstoff enthalten, zugefiigt wurden 
7,3 mg Harnstoff. Nach 18 Tagen erwiesen sich 7,09 mg statt 8,55 mg. 


In allen Bakterienkulturen, bei denen eine Harnstoffanhaufung 
vorgefunden wurde, fehlte die Urease. Nach unseren Versuchen fehlte 
nicht in allen Fallen, wo wir Harnstoffanhiufung beobachteten, die 
Urease vollstandig; manchmal, wie z. B. bei B. subtilis, wurde der 
von auBen zugefiigte Harnstoff einer gewissen Spaltung unterworfen: 
so fanden wir 7,09 mg statt 8,55 mg. Dafiir aber in anderen Fallen. 
wie z. B. bei B. megatherium und B. tumescens, fehlte die Urease voll- 
standig. Somit zeigt sich in den schon beschriebenen Beispielen ein 
Ubergang von Bakterien ganz ohne Urease zu solchen, die dieselbe in 
kleinen Mengen enthalten. 

Viel klarere Resultate erzielten wir mit Bakterien, welche keinen 
Harnstoff anhiufen. 


Versuche mit Bakterien, welche keinen Harnstoff anhiufen. 


Bei Proteus vulgaris wurde in keinem der von uns untersuchten 
Fille Harnstoff konstatiert. Proteus vulgaris entwickelte sich auf 
gewohnlichem Substrat — Gelatine + Pepton — wiihrend 28 Tagen 
bei 30°C. Im Resultat wurde ein gutes Haiutchen auf der Oberfliche 
erhalten. Es wurde die Harnstoffmenge bestimmt und in der parallelen 
Portion Ammoniak abdestilliert. 
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age | 
2. 28 Tage darnach 8,7 mg Harnstoff zugefiihrt | 
und noch 8 Tage stehengelassen 0 16,9 





Es erwies sich, daB der zugefiigte Harnstoff sich vollstandig zersetzt 
hatte und in Ammoniak, dessen Menge gestiegen, iibergegangen war; 
folglich erklart sich die Abwesenheit von Harnstoff durch Anwesenheit 
von Urease. 

Unerwartete Resultate erhielten wir bei B.coli commune und 
B. fluorescens. Auf gewéhnlichem Nahrsubstrat — Pepton -+ Gelatine — 
war es uns nicht gelungen, bei diesen Bakterien Harnstoff zu entdecken, 
aber, wie aus weiterem zu ersehen ist, war iiberhaupt auch keine Urease 
vorhanden. 

B. coli commune entwickelte sich auf gewohnlichem Substrat wahrend 
8 Tagen, Harnstoff war nicht vorhanden, waihrend zur parallelen Portion 
7,3 mg Harnstoff hinzugefiigt und noch 8 Tage stehengelassen wurde bei 
30°C. Zugefiigt wurden 7,3 mg Harnstoff, nach 8 Tagen erwiesen sich 7,5 mg 
Harnstoff. 

In einem anderen Falle wurden zu einer 32tagigen Kultur von B. coli 
commune ebenso hinzugefiigt 7,3 mg Harnstoff, nach 11 Tagen erwiesen 


sich 7,6 mg Harnstoff. \ ; 


Folglich fehite die Urease, was man auch daraus ersehen konnte, 
daB sich Ammoniak in sehr minimalen Mengen aus den Kulturen von 
B. coli commune abdestillieren lieB; in einzelnen Fallen wurden 1,28 
—1,84—2,17 mg Ammoniakstickstoff erhalten. 


B. fluorescens. 
1. In 25tagiger Kultur war Omg Harnstoff enthalten, hinzugefiigt 
7,3 mg Harnstoff, es erwiesen sich nach 6 Tagen 7,2 mg Harnstoff. 
2. In 42tagiger Kultur war 0 mg Harnstoff enthalten, zugefiigt 7,3 mg 
Harnstoff, es erwiesen sich nach 15 Tagen 7,1 mg Harnstoff. 


Somit enthielt B. fluorescens, wie auch B.coli commune, keine 
Urease, und zugleich bildeten sie aus Gelatine und Pepton keinen 
Harnstoff. Um diese Erscheinung zu erkliren, blieb nichts iibrig, als 
anzunehmen, daB der Eiwei®stoffzerfall bei diesen zwei von uns unter- 
suchten Bakterien nicht so tief verliuft, wie in anderen Fallen, und 
daB Harnstoff nicht deswegen nicht angehiuft wird, weil derselbe 
zerfallt, sondern weil sich der EiweiBstoffzerfall nicht bis zur Harnstoff- 
bildung erstreckt. Letzteres konnte geschehen, entweder weil die Eiweib- 
stoffspaltung nicht bis Arginin verlief, oder weil kein Ferment Arginase 
vorhanden war, welches von Arginin Harnstoff abspalten wiirde. 
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Zur Entscheidung dieser Frage entschlossen wir uns, als Nahr- 
material nicht EiweiBstoff, sondern dessen freies Arginin enthaltendes 
Zerfallsprodukt zu wahlen. 

45g kéufliches Edestin wurden mit 30proz. Schwefelsiure durch 
Erhitzen zersetzt. Nach Beendigung der Hydrolyse wurde das Medium 
von Séure durch Baryt befreit und der Uberflu8 des letzteren durch einen 


Kohlenséurestrom entfernt; das abfiltrierte Hydrolysat wurde bis auf 
250 cem eingedampft und in Reagenzréhrchen zu 10 ccm verteilt. 


Alle oben erwahnten Bakterien wurden auf das Hydrolysat gesat 
und auf Harnstoffanhiufung ausprobiert. 

Nach 12 Tagen gaben Proteus vulgaris und B. esteroaromaticus 
Omel. keine Spuren von Harnstoff, sondern eine groBe Menge Ammoniak- 
stickstoff (12,93 und 5,83 mg); dieses steht in vélligem Einklang mit 
dem, was auch auf Pepton und Gelatine beobachtet wurde, aber B. coli 
commune und B. fluorescens gaben bei andauernden Kulturen merkliche 
Mengen Harnstoff. 





Kulturdauer Harnstoff 


t Tage mg 
B. coli commune. . . | 70 4.2 
B. fluorescens ..... 87 9.8 


Indessen' haben diese beiden !etzyeren Bakterien nie Harnstoff aut 
Pepton und Gelatine gebildet. 

Diese Tatsache, im Zusammenhang mit dem Fehlen bei denselben 
von Urease, laBt annehmen, daB auf EiweiBsubstrat kein Harnstoff 
gebildet wird, weil der EiweiBstoffzerfall zu keinem Harnstoff fiihrt, 
aber nicht, weil derselbe bis zu Ammoniak gespalten worden ist. 


Der Eiweibstoffzerfall unter dem EinfluB von verschiedenen 
Bakterien verliuft weit ungleichartiger: in einigen Fillen besitzen 
die Mikroben die Summe der Fermente, welche die Spaltung des 
EiweiBstoffmolekiils iiber Aminosiuren bis zu Ammoniak fihren; in 
diesen Fallen ist zugleich mit dem desaminierenden Ferment auch die 
Urease zugegen, wie dies der Fall bei Proteus vulgaris und B. esteroaro- 
maticus Omel. ist, bei denen wir niemals die Gegenwart von Harn- 
stoff beobachtet haben. 

In anderen Fallen verlaiuft der EiweiBstoffzerfall ebenso weit, aber 
unter den Bedingungen einer kohlehydratlosen Entwicklung bilden 
die Mikroben kein Ferment Urease, und der sich anhaéufende Harnstoff 
wird nicht weiter als bis zu Ammoniak und Kohlensiure gespalten. 


Und endlich die dritte Gruppe der Bakterien ruft einen weniger 
tiefen Zerfall des EiweiSstoffes hervor, wie dies der Fall bei B. fluores- 
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cens') und wahrscheinlich auch bei B. coli commune ist, wo die Eiweib- 
stoffspaltung nicht bis zum Stadium der Harnstoffbildung aus Arginin 
verliuft, aus welchem Grunde es nicht gelingt, Harnstoff zu kon- 
statieren, wenn wir als Nahrmaterial EiweiBstoff vor uns haben. 
Nimmt man aber zur Kultur dieser Bakterien argininenthaltende 
Produkte der Hydrolyse, so wird aus denselben Harnstoff abgespalten, 
welcher keiner weiteren Verwandlung unterworfen wird, da die Urease 
bei diesen Bakterien fehlt?). 

Wir wahlten zu unseren Versuchen einige Bakterien und erzielten 
bei der Untersuchung derselben auf Harnstoff bedeutende Unter- 
schiede, welche uns erlaubten, die Bakterien in drei Gruppen zu teilen. 
Aber wir sind der Meinung, daB bei weiterer Untersuchung der eiweiB- 
stoffzersetzenden Bakterien eine noch gréBere Mannigfaltigkeit in 
dieser Hinsicht zu erwarten sei. 

Die Harnstoffprobe kann, bei einem kritischen Anschlag zu der- 
selben, nur einen Hinweis auf eine gréBere oder kleinere Tiefe der 
EiweiBstoffspaltung des Nahrsubstrats liefern. Das Auffinden von 
Harnstoff wird zeigen, daB der Zerfall des EiweiSstoffs durch das 
Stadium des Arginins gegangen ist, d.h. tief, aber die Abwesenheit 
von Harnstoff kann nach unseren Angaben auf zweierlei Weise gedeutet 
werden: entweder haben wir es mit einer noch tigferen Spaltung zu 
tun, wo der gebildete Harnstoff schon das Stadium von Ammoniak 
erreicht hat, oder die ‘EiweiBstoffspaltung ist keine tiefe, d. h. dieselbe 
hat die Abspaltung des Harnstoffs vom Arginin nicht erreicht. 

Die Probe auf Harnstoff muB infolge der Einfachheit und Sicher- 
heit der schénen Methode von R. Fosse eine weite Verbreitung in der 
Bakteriologie erhalten. 

Wie schon in der vorigen Abhandlung*) gezeigt worden ist, wird 
Harnstoff bei Bakterien nur auf analytischem Wege, d.h. durch Ab- 
spaltung desselben aus Arginin gebildet. Die auf einer Lésung von 
Aminosauren kultivierten Bakterien bildeten keinen Harnstoff; letzterer 
erschien stets nach Zugabe von Arginin zum Medium. Folglich ist 
der Bakterienharnstoff analog demjenigen der Schimmelpilze, welche 
denselben ebenso aus Arginin des Substrats bilden; derselbe kann 
nicht mit dem Harnstoff héherer Pilze, wie Champignons und Boviste, 
verglichen werden, da derselbe synthetisch aus Ammoniak und Kohlen- 
siure gebildet wird. Die im Kulturmedium sich bildende Harnstoff- 


1) Siehe W. L. Omeljanskij, Grundrisse der Mikrobiologie 1926, 8. 185 
(russisch ). 

2) Vielleicht ware es vorsichtiger, hier nicht von einem vollstandigen 
Fehlen der Urease zu reden, sondern von einer sehr schwachen Wirkung 
derselben. 

3) N. N. Iwanoff, diese Zeitschr. 175, 181, 1926. 
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menge steht natiirlich in einem Verhaltnis zu der Argininmenge im 
Nahrsubstrat. 

Bei der Entwicklung verschiedener Bakterien erzielten wir sehr 
nahe Mengen von Harnstoff, welche nicht die Grenze von 12,8—13,1 
—15,5 mg auf 10 ccm gewoéhnliches Niaihrgemisch von Gelatine und 
Pepton iiberstiegen; diese Zahlen, die von uns bei sehr andauernden 
Kulturen erhalten wurden, sprechen fiir den Zusammenhang zwischen 
der Zusammensetzung des Nahrmediums und der Menge des sich 
bildenden Harnstoffs. 

Kann man annehmen, daS der Harnstoff in Bakterien ebenso 
auf synthetischem Wege gebildet wird? Bisher haben wir keine An- 
deutungen in dieser Hinsicht. Die Annahme von Winogradsky, dab 
bei der Fixierung des Stickstoffs durch Bakterien Harnstoff erzeugt 
werden kann, wird durch neuere Untersuchungen nicht bestitigt, da 
dieselben beweisen, daB hier als erstes Produkt Ammoniak') erscheint. 

Weitere Versuche werden zweifellos zeigen, daB der Harnstoff 
als eine gewéhnliche und verbreitete Substanz unter den EiweiBstoff- 
umwandlungsprodukten vieler Bakterien erscheint. 


SchluBfolgerungen. 

1. Die Bakterien B. megatherium, B. tumescens, Proteus Sophii, 
B. meseniericus, B. subtilis, B. mycoides bilden Harnstoff in Mengen 
von 12,8 bis 15,5 mg auf 10 ccm NiahrsubStrat aus 10 Proz. Gelatine 
und Pepton. 

2. B. fluorescens, B. coli commune bilden Harnstoff nur in dem 
Falle, wenn sie sich auf argininenthaltenden Produkten der EiweiB- 
stoffhydrolyse entwickelt haben, wihrend Proteus vulgaris und das 
von Prof. Omeljanskij entdeckte B. esteroaromaticus Omel. nie Harn- 
stoff bilden. 

3. Harnstoff wurde nur in Kulturen erhalten, welche sich ohne 
Zugabe von Kohlehydraten und Mannit entwickeln; die Zufiigung dieser 
Substanzen begiinstigte das Verschwinden des Harnstoffs aus dem 
Nahrsubstrat. 

4. Die Harnstoffanhiufung geschieht wegen des Fehlens der 
Urease in Bakterien; sobald letztere erscheint, verschwindet der 
Harnstoff. 


1) S. Kostytschew, A. Ryskaltschuk und O. Schwezowa, Zeitschr. phys. 
Chem. 154, 1, 1926. 

















Beobachtungen iiber die Aufnahme von Farbstoffen 
durch die roten Blutkérperchen. 


Von 
P. J. Jurisié. 


{Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie (pathol. 
Physiologie) und Pharmakologie der Universitat in Zagreb. } 


(Eingegangen am 20. November 1926.) 


Seitdem Nirenstein') in seiner Arbeit tiber die Vitalfirbung gezeigt 
hatte, ,,dal} sich der lebende Zellkérper Farbstoffen gegeniiber so 
verhalt, als ob er ein fliissiges Neutralfett ware, das einen gewissen 
Betrag fettléslicher Saure und fettléslicher Base gelést enthalt* (1. c., 
8. 301), haben nun auch die Fragen beziiglich des physiko-chemischen 
Verhaltens der Farbstoffe im Innern der vital gefirbten Zellen an 
Interesse gewonnen. Denn es fragt sich eben, welchen Gesetzmébig- 
keiten die Vitalfarbstoffe in bezug auf ihren Dispersitatsgrad und ihre 
chemische Natur im Innern der vital gefirbten Zellen folgen. Die 
nichstliegenden Erklirungsméglichkeiten, die hier in Anwendung 
gebracht werden kénnten, beriihren hauptsichlich die Fragen, ob die 
Aufnahme von Vitalfarbstoffen durch die lebende Zelle den Gesetzen 
der Verteilung — im physiko-chemischen Sinne — zwischen zwei 
Phasen gehorcht oder ob die Farbstoffe im Zellinnern adsorbiert werden 
bzw. ob der Vitalfirbung eine chemische Bindung zugrunde liegt. 
Diese Erklarungsméglichke‘ten liegen wohl in jenen Fillen am nachsten, 
wo es sich um eine Diffusfirbung handelt. Um die aufgeworfenen 
Fragen am lebenden Objekt experimentell zu priifen, war es notwendig, 
solche Objekte zu verwenden, die in physiologischer Beziehung ein 
méglichst gleichmaBiges Verhalten erwarten lassen, und die auBerdem 
reichlich vorhanden sind, damit maa sie als eine homogene Phase auf- 


1) EB. Nirenstein, Pfliigers Arch. 179. 
Biochemische Zeitschrift Band 181. 
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fassen kann. Aus diesem Grunde nahm ich fiir meine Versuche die 
roten Blutkérperchen bzw. die Blutkérperchenstromata, die aus de- 
fibriniertem Rinderblut gewonnen wurden. Die roten Blutkérperchen 
haben auch den Vorteil fiir sich, daB sie mit groBer Wahrscheinlichkeit 
eine homogene, d.i. diffuse Verteilung des in ihnen aufgenommenen 
Farbstoffs annehmen lassen. 


Experimenteller Teil. 
Methodik. 


Die Blutkérperchen wurden vier- bis fiinfmal in isotonischer NaCl- 
Lésung (0,9proz.) gewaschen. Bestimmte Volummengen (m) von Blut- 
kérperchenbrei wurden dann in Zentrifugenréhrchen mit einer bestimmten 
Anzahl Kubikzentimeter (n) Farbstofflésung versetzt. In den meisten 
Versuchen kamen auf 2 ccm Blutkérperchenbrei 10 cem Farbstofflésung. 
Farbstofflésungen, denen isotonische NaCl- bzw. Rohrzuckermengen 
zugesetzt waren, wurden zwecks Erhaltung der Reaktion und Hintanhaltung 
von Agglutination mit Phosphatpuffer von py 7,12 im Verhiltnis 9: 1 
versetzt. AuBerdem wurde vor dem Waschen der Blutkérperchen, aus in 
der Arbeit von Tanaka‘) angefiihrten Griinden, 4% Stunde lang Sauerstoff 
durch das defibrinierte Blut geleitet. Blo8 in jenen Fallen, wo der Farbstoff 
durch den Phosphatpuffer aus der Lésung gefallt wird, wie z. B. bei Neutral- 
rot (Kahibaum) und Toluidinblau (G) wurden die Rohrzuckerproben 
zwecks Vermeidung der Agglutination mit NaCl-Lésung im Verhiltnis 9: 1 
versetzt. Die Farbstoffaufnahme wurde auch zeitlich verfolgt. indem ein 
Teil der Proben,, die alle kraftig durchgeschiittelt wurden, sofort scharf 
abzentrifugiert wurde. Die erste Prozedur dauerte ungefaihr 2 Minuten. 
Da, wie Schulemann*) gezeigt hat, die Farbstofflésungen zeitlich ihren 
Dispersitaétsgrad andern, wurden bei den Versuchen bloB® frisch hergestellte 
Lésungen verwendet. Es wurden folgende basische Farbstoffe untersucht: 
Rhodamin 3B (8B), Toluidinblau (Kahlbaum) und Toluidinblau (G@), 
Neutralrot extra (Kahibaum), Magdalarot (G@), Brillantkresylblau (@) und 
Methylenblau rectif. nach Ehrlich (G). Von Séurefarbstoffen verwendete 
ich: Tuchscharlach G (K), Echtrot A (B), Tuchrot 3 G A (B), Metanilgelb (4), 
Tropaolin 0001 (Merck), Orange R (@), Eosin w. gelbl. (G), Nigrosin w. (@), 
Erioglaucin (@), Kongorot (@), Orange I (J), Diaminreinblau, Cyanol (C) 
und Trypanrot (G). Die Buchstaben in den Klammern bedeuten die Bezugs- 
quellen nach Nirenstein*). Die Farbstoffaufnahme wurde kolorimetrisch 
mit dem Kolorimeter von Dubosq bestimmt. Die zugesetzte Farbstoff- 
lésung wird natiirlich durch die zwischen den Blutkérkérperchen vor- 
handene Waschfliissigkeit etwas verdiinnt, jedoch ist dieser Fehler wohl 


zu vernachlassigen. 

Es ist eine bekannte Tatsache, daB man bei lebenden roten Blut- 
kérperchen, wenn man sie langere Zeit auch in konzentrierteren Lésungen 
von Farbstoffen, die lipoidléslich sind und demzufolge von Blut- 


1) K. Tanaka, Pfliigers Arch. 208, 449, 1924. 
2) W. Schulemann, diese Zeitschr. 80, 1, 1917. 
3) E. Nirenstein, |. c., S. 251, 252. 
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kérperchen auch aufgenommen werden, halt, bei nachtriglicher mikro- 
skopischer Untersuchung von einer Anfirbung gar nichts merken 
kann. Ich untersuchte in dieser Hinsicht folgende Farbstoffe in iso- 
tonischen NaCl. bzw. Rohrzuckerlésungen: Toluidinblau (Kahlbaum), 
Methylviolett B. extra (Kahlbaum), Tuchscharlach G, Echtrot A, 
Orange I (J), Methylenblau, Brillantkresylblau und Metanilgelb, 
Nigrosin W und Eosin w gelb. Mikroskopische Untersuchung wurde 
nach 17 Stunden mit Hom. Imm. Obj. 18a +-+-, 1/12'; Comp. Oel. 8. 
Ap. 1,30 (Reichert) vorgenommen. Bei keinem der angefiihrten Farb- 
stoffe war von einer Anfarbung etwas zu merken. BloB bei Metanilgelb') 
bemerkte ich an vielen Erythrocyten eine deutliche, diffuse, gelbe 
Anfarbung. was vielleicht mit der giftigen Wirkung dieses Farbstoffs 
in Verbindung steht. Es war zu entscheiden, ob es sich nun um eine 
Reduktion der eingedrungenen Farbstoffe oder um die Tatsache handelt, 
daB der Farbstoff durch Himoglobin, das in den Blutkérperchen in 
starker Konzentration vorhanden ist, verdeckt wird. Zu dem Zwecke 
wurde die hemmende Wirkung der Narkotica auf die Reduktionskraft 
des frischen Serums gepriift. Das Ergebnis ist aus dem Versuch | 
ersichtlich. 
Versuch 1. 

Einwirkung der Narkotica auf die Reduktionskraft des Serums. 0,02 proz. 
Lésung von Metaylenblau (Inot. NaCl + Phosphatpuffer pq = 7,12). 


$3 & ( 0,9 proz. NaCl-Lésung (pq = ‘7,12) 
0,05 mol. i. Butylurethan 
0,025 mol. ws de 

| 0,0125 mol. - - 


‘OZ 
’ 
c 


Mi 


2 
thylenblau + 5¢ 


«Lésung von 


? 
2. 
3. 
4 
5 


leem Serum 


com 0,0. 


0,00625 mol. ,, 
0,003 125 mol. ,, 


5 


6. 


+ 


Konzentrationen von i. Butylurethan wurden in 0,9 proz. NaCl- 
Lésung + Phosphatpuffer pq = 7,12 hergestellt. Die Farbténe waren bei 
Beginn des Versuchs in allen Proben von | bis 6 vollkommen gleich. Alle 
Proben wurden in gleich weiten Reagenzglisern mit Olivendlverschlub 
verschlossen. Ergebnis: Nach 15 Stunden Farbténe | bis 6 gleich. Lésungen 
vollkommen klar. Nach 19 Stunden im 5. und 6. beginnende Reduktion 
am Boden des Reagenzglases. Nach 21 Stunden 1. fast ganz reduziert, 
5. und 6. ganz reduziert. In 2., 3. und 4. keine Reduktion. Von den 
Konzentrationen 0,0125 bis 0,05 mol. kommt die hemmende Wirkung von 
i. Butylurethan deutlich zum Ausdruck. Ahnliche Resultate erhalt man 
auch mit Athylurethan. 


Beim Ubertragen dieser Versuchsergebnisse auf die Priifung der 
hemmenden Wirkung von Narkotica hinsichtlich der eventuellen 
Reduktionskraft der Blutkérperchen bei der Aufnahme von Farbstoffen 
wurde so vorgegangen: Die roten Blutkérperchen wurden in isotonischen 


1) Bei den Versuchen mit Metanilgelb bekam ich oft Hamolyse. 
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Rohrzucker- bzw. NaCl-Lésungen, die, wie oben gesagt, durch Phosphat- 
puffer auf ein py 7,12 gebracht wurden, suspendiert. Bei Zugabe von 
0,29 mol. Propylurethan im Verhiltnis 1:1 zeigen die roten Blut- 
kérperchen auch bei dieser Versuchsanordnung insofern ein differentes 
himolytisches Verhalten, als in NaCl-Lésung sofort ausgiebige Himo- 
lyse entsteht, wihrend dagegen in Rohrzuckerlésung dieselbe viel 
schwicher zum Ausdruck kommt. Aus diesem Grunde wurde 
Propylurethan auf seine hemmende Wirkung bloB in Rohrzucker- 
lésung untersucht. 

Die Erythrocyten wurden zuerst in isotonischer Rohrzuckerlésung 
+ 0,29 mol. Propylurethan im Verhaltnis 1:1 4% Stunde lang suspendiert 
und dann Farbstoff in Substanz zugegeben, so daB eine tief gefarbte Lésung 
resultierte. Nach vierstiindiger Einwirkung ergab die mikroskopische 
Untersuchung in der schon erwahnten Weise fiir Tuchrot 3 GA, Tuch- 
scharlach G, Eosin W, Orange I, Brillantkresylblau, Methylenblau und 
Toluidinblau (@) an den normal aussehenden Erythrocyten-keine sichtbare 
Anfirbung. Nach 12stiindiger Einwirkung konnte man nur bei Tuch- 
scharlach G eine ganz schwache, vollkommen homogene Anfairbung kon- 
statieren. 


Dieser Versuch zeigt, daB die Tatsache der Unfarbbarkeit der 
lebenden roten Blutkérperchen héchstwahrscheinlich nicht auf der 
Reduktion der aufgenommenen Farbstoffe, sondern vielleicht auf der 
Tatsache beruht, daB der Farbton des aufgenommenen Farbstoffs 


durch Himoglobin verdeckt wird. AuBerdem sehen wir, daB auch im 
Falle einer:schwachen Anfirbung immerhin bloB eine homogene, d. i. 
diffuse Verteilung vorhanden war, was uns berechtigt, die Blutkérper- 
chen als eine homogene ,,lipoide’ Phase beziiglich der Verteilung von 
Farbstoffen anzunehmen. Die Ergebnisse der kolorimetrischen Unter- 
suchung sind aus den Tabellen I, II und III ersichtlich. 

Aus Tabelle I ist ersichtlich, daB die untersuchten basischen 
Farbstoffe eine Aufnahme im Sinne des Henryschen Satzes zeigen, 
da die a: b-Quotienten, innerhalb von kolorimetrischen Fehlern, 
konstant sind. AuBerdem zeigt sich wieder, daB basische Farbstoffe 
aus isotonischer NaCl-Lésung mehr aufgenommen haben als aus Rohr- 
zuckerlésung'). Eine Ausnahme in dieser Richtung macht Magdalarot, 
das sich diesbeziiglich entgegengesetzt, d.i. wie ein Saurefarbstoff 
verhalt. Fiir Neutralrot erhielt ich reproduzierbare Werte bloB fiir 
zwei Minuten. Durch das Alkalischwerden der AuBenlésung bekommt 
Neutralrot einen gelben Ton, welcher nach Zugabe von | bis 2 Tropfen 
10proz. Essigsiure verschwindet. Toluidinblau (@) und Toluidinblau 
(Kahlbaum) verhalten sich insofern verschieden, als Toluidinblau (@) 
durch Phosphatpuffer gefallt wird und in Na(Cl-Lésung einen violetten 


') R. Héber und H. Memmesheimer, Pfliigers Arch. 198, 564, 1923. 
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Aufnahme von Farbstoffen durch Blutkérperchen. 


Tahelle 111. 


Aufnahme von kolloidalen diamylaminléslichen Saurefarbstoffen durch cie 
roten Blutkérperchen. (Isotonische Rohrzuckerlésung ~ Phosphatpuffer 
pu = 7,12.) 





, Konzentratioa 
Cae Konzentration Konzentration des Farbstoffs 


Farbstoft min suchs- 
dauer 


der zugesetzten der Auben- 
Farbstofflosung lésung _—- 


in Proz.*) in Proz. (b) in Proz. (a) 


Tuchscharlach G 2: , 0.03 0.000 4 0.148 
0.015 fast 0 0,075 
0.007 5 0 0.037 5 
0,003 75 0 0.018 75 


Tuchscharlach G 5: 2’ 0,06 0.044 0.448 
0,03 0.021 0,252 
0.015 0,007 5 0,210 
0,007 5 0,000 82 0,187 


0,06 0.032 0,784 
0.03 0,015 6 0.403 
0,015 0.002 6 0.347 
0,007 5 0,000 351 0,200 


0.06 0,026 4 0,940 
0,03 0,007 6 0,627 
0,015 0,001 56 0,376 
0,007 : 0,000 234 0,203 


0.06 0.0248 0.985 
0.03 0.005 6 0.683 
0.015 0.001 08 0.389 
0,007 5 0,000 2 0.204 
Echtrot A... : p 0.04 0,026 4 0,136 
0,02 00108 0.092 
0,01 0,004 0,06 
0,005 0.000 68 0,043 2 
0.04 0.015 6 0,244 
0,02 0,003 12 0,168 8 
001 0.000 72 0,092 8 
0.005 0,000 2 0,048 
0,04 0.005 6 0,344 
0,02 0,002 0,18 
0.01 0.000 4 0,096 
0,005 0,000 08 0.049 2 


*) Farbstofflésungen wurden vor der Verwendung filtriert. 


Ton erhalt. Jedoch zeigt auch dieser Farbstoff eine Aufnahme im 
Sinne des Henryschen Satzes. 


Nach den bisherigen Auffassungen iiber die Aufnahme von basischen 
Farbstoffen durch die lebende Zelle hatte man aber eher eine Aufnahme 
durch Adsorption vermuten kénnen. Denn wie Loewe') zeigen konnte, 


1) S. Loewe, diese Zeitschr. 42. 150, 1912. 
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nehmen die in Chloroform gelésten Lipoide, wie Lecithin, Kephalin, Cere- 
brosid bzw. Restlipoide des Gehirns Methylenblau aus wisseriger Lésung 
durch Adsorption auf, indem diese Lipoide, in Chloroform gelést, durch 
ihren kolloidalen Zustand als Adsorbenzien wirken. Nirenstein') hat eben- 
falls zeigen kénnen, da® die Aufnahme von Methylenblau durch Olsaure 
der Adsorptionsisotherme folgt. Fiir die Wichtigkeit der Adsorptions- 
erscheinungen wurde auch ,,vielfach die Erscheinung angefiihrt, daB die 
Aufnahme von Alkaloiden in die lebende Zelle, die nicht anders zu _ be- 
urteilen wire als diejenige basischer Farbstoffe, der Adsorptionsisotherme 
folgt** (zitiert nach Nirenstein, |. c., S. 322). Auch Tanaka*) deutet bei 
seinen Untersuchungen iiber die Aufnahme von Saurefarbstoffen aus 
isotonischen Rohrzucker- bzw. NaCl-Lésungen seine Resultate als eine 
Folge der polaren bzw. apolaren Adsorption von Farbstoffen an globulin- 
artige Substanzen. Wir sehen aber, daB unsere Versuchsergebnisse gegen 
diese Auffassung sprechen. 

Die Tabellen Il und III zeigen die Aufnahme von sauren Farb- 
stoffen. Man sieht aus der Tabelle 11, daB die untersuchten mehr oder 
weniger diamylaminléslichen Siurefarbstoffe ebenfalls eine Aufnahme 
durch Verteilung zwischen zwei Phasen zeigen, daB sie sich also in diesem 
Punkte von den basischen Farbstoffen nicht prinzipiell verschieden zu 
verhalten brauchen. Als Beispiel eines diamylaminunléslichen Saure- 
farbstoffs ist Kongorot angefiihrt. Praktisch wird er sehr wenig auf- 
genommen. Eine Adsorption konnte nicht konstatiert werden. Dasselbe 
Verhalten zeigen: Cyanol, Erioglaucin, Diaminreinblau und Trypanrot. 
Tabelle 111 enthalt die zeitliche Verfolgung der Aufnahme von zwei 
diamylaminléslichen kolloidalen Saurefarbstoffen, Tuchscharlach G 
und Echtrot A. Da dieselben in NaCl-Lésung fast nicht léslich sind, 
wurde ihre Aufnahme bloB in Rohrzuckerlésung plus Phosphatpuffer 
von px 7,12 im Verhiltnis 9:1 verfolgt. Bei diesen Versuchen wurden 
je vier Zentrifugenréhrchen mit Blutkérperchenbrei versetzt und zu 
gleicher Zeit mit Farbstofflésung gefii'lt und dann nach einer bestimmten 
Zeit zentrifugiert. Die mit sinkender Konzentration erhaltenen 
wachsenden a: b-Quotienten sprechen fiir eine vorherrschende Ad- 
sorption. 

Auf Grund der bisherigen Ergebnisse kann nun auch die Frage der 
chemischen Bindung der Farbstoffe im Innern der vitalgefarbten Zelle 
beriihrt werden. Bekanntlich versuchte P. Ehrlich*), die Vitalfarbung 
dadurch zu erklaren, da8 besondere Gruppen des Biomolekiils — die Chromo- 
rezeptoren — mit eingedrungenem Farbstoff in chemische Bindung treten. 
Gegen die Annahme einer chemischen Bindung mit den Chromorezeptoren 
spricht aber die Tatsache, daB man bei einem irreversiblen Reaktions- 
verlauf, bei unserer Versuchsanordnung, auch bei verschiedenen Kon- 
zentrationen, im Falle des erreichten Gleichgewichts, den gleich groBen 


1) E. Nirenstein, |. c., S. 324 bis 325. 
*) K. Tanaka, |. c., 8. 452, 453, 456. 
3) P. Ehrlich, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 42, 1909. 
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Verlust an Farbstoffmenge in der AuBenlésung zu erwarten hatte. Unsere 
Versuchsergebnisse sprechen aber gegen diese Auffassung. Andererseits 
wieder spricht die Konstanz der a: b-Werte in einer Konzentrationsreihe, 
auch bei Anderung der Blutkérperchenmenge, der Konzentration bzw. von 
Volumen der zugesetzten Farbstofflésung, gegen die Annahme eines 
reversiblen Reaktionsverlaufs. Wenn wir nun die Méglichkeit der chemischen 
Bindung der Farbstoffe an Eiwei8substanzen des Zellkérpers in Betracht 
ziehen, so wird diese Frage — abgesehen von den Einwanden, die gegen 
diese Auffassung von Nirenstein') gemacht wurden — dadurch noch 
erschwert, daB sich die EiweiSsubstanzen durch ihre Ampholytnatur je 
nach der Lage ihres pg vom isoelektrischen Punkte beziiglich der chemischen 
Bindung mit basischen bzw. sauren Farbstoffen prinzipiell verschieden 
verhalten. So fand J. Loeb*), daB basische Farbstoffe mit den Proteinen 
nur in dem Falle in chemische Bindung treten, wenn das py der letzteren 
auf der alkalischen Seite ihres isoelektrischen Punktes liegt. Ich fand aber, 
daB in meinen weiter unten zu besprechenden Versuchen mit Stromata 
der Blutkérperchen, die bei ihrem isoelektrischen Punkte zur Fiallung 
gebracht wurden, bei nachtraglichem Zusatz einer durch Phosphatpuffer 
auf ein pq 7,12 gebrachten Farbstofflésung, basische und saure Farbstoffe 
durch die in Lésung vegangenen EiweiS8substanzen festgehalten werden. 
Bei einer solchen Wasserstoffionenkonzentration ware an eine chemische 
Bindung nur mit basischen Farbstoffen zu denken. Die sauren dagegen 
sollten je nach der GréBe der apolaren Adsorbierbarkeit durch Adsorption 
festgehalten werden. Das kolorimetrische Ergebnis beziiglich der Farbstoff- 
aufnahme zeigt aber keineswegs diese prinzipielle Verschiedenheit in der 
Aufnahme der basischen bzw. sauren Fazbstoffe durch die roten Blut- 
kérperchen. 


Es lag nun nahe, die gefundenen Tatsachen auch an Blutkérperchen- 
stromata zu priifen. Auch T'anaka*) hat bei seinen Untersuchungen 
iiber die Aufnahme von Saurefarbstoffen durch die roten Blutkérper- 
chen seine Resultate auch an Stromata zu reproduzieren versucht. 
Die mit der Sachsschen*) Methode aus den durch Wairme lysierten 
Blutkérperchen erhaltenen Stromata zeigten aber nicht jene RegelmaBig- 
keit wie die roten Blutkérperchen. Es ware denkbar, daB durch die 
Warme die Stromata denaturiert werden. Deswegen versuchte ich, die 
mit der Mondschen 5) Methode erhaltenen Stromata fiir meine Versuche 
zu verwenden. Auch in diesem Falle miBlangen die Versuche, weil bei 
nachtraglichem Versetzen mit Farbstofflésungen ebenso in isotonischen 
NaCl. wie in Rohrzuckerlésungen bei einem pq von 7,12 ein groBer 
Teil von Stromasubstanz in Lésung ging. Nach dem Zentrifugieren 
hatten die zugesetzten Farbstofflésungen einen anderen Ton — wohl 
durch Festhaltung der Farbstoffe an den in Lésung gegangenen Eiweib- 


‘) EB. Nirenstein, |. e., 8. 320, 321. 

2) J. Loeb, Die EiweiBkérper, 8. 34. Berlin, Verlag Springer, 1924. 
8) K. Tanaka, |. c., 8. 456. 

‘) Zitiert nach K. Tanaka, |. c., 8. 456. 

5) R. Mond, Pfliigers Arch. 208, 581. 1925. 











alanine 





28 P. J. Jurisie: 


substanzen — als die Testlésung, so daf ein Kolorimetrieren nicht 
méglich wurde. Bei diesen Versuchen wurden Rhodamin 3B, Metanil- 
gelb und Kongorot verwendet. 

Zum SchluB wurde der EinfluB der Temperatur auf die Aufnahme 
von Farbstoffen untersucht. Wie aus der Tabelle IV hervorgeht, kommt 
derselbe bei den verwendeten Farbstoffen deutlich zum Ausdruck. 





Tabelle IV. 
EinfluB der Temperatur auf die Farbstoffaufnahme durch die roten Blut- 
kérperchen. 
Konzentration eae Konzentration 
chee |FarbereMocung | 7/9884 Del iSaumg ber oC 
Farbstoff : suchs- tofflésun ; josung bei 
—_— ct dauer in Pro © | Zim —- int 


tay - Zz. 
(Rohrzucker) | (Robreucker) (Rohrzucker) 


Tuchscharlach G .. 05:10 2h 0,06 0,006 8 0.03 
0,03 0,002 2 0,012 
0,015 0,000 72 0.0014 
Echtrot A ..... 1:10 3 0,04 0.015 0,024 
0,02 0,003 1 0,0088 
0.01 0,000 7 0.0024 
Metanilgelb . . . .. 3:10 435 0,03 0.001 8 0.0037 
1 0,015 0,000 9 0,0018 
0,0075 0,000 44 0,0009 
Orange l...... 2:10 3 0,02 0.011 6 0,014 
0.01 0,006 0 0.0076 


Tanaka‘) ging von der Annahme aus, daB das gegensiitzliche Ver- 
halten in der Aufnahme von Siaure- und basischen Farbstoffen aus 
isotonischen NaCl- bzw. Rohrzuckerlésungen auf die wohladsorptive 
Bindung an globulinartige Stoffe zuriickzufiihren sei. Wir sehen aber, 
daB die iiberwiegende Mehrheit von Farbstoffen in unseren Versuchen 
eine Aufnahme durch Verteilung zwischen zwei Phasen zeigt. Auch 
bei lipoidunléslichen Saurefarbstoffen konnte keine Adsorption an der 
Oberfliche von roten Blutkérperchen konstatiert werden. 


BloB zwei kolloidale lipoidlésliche Saurefarbstoffe lassen — was 
das Anwachsen des a: b-Quotienten anbelangt — eine vielleicht vor- 
herrschende Aufnahme durch Adsorption vermuten. 

DaB nicht nur die chemische Natur des Farbstoffs allein fiir die 
Art der Aufnahme maBgebend sei, folgt auch daraus, daB Orange R (() 


1) K. Tanaka, |. ¢., 38. 456. 
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eine Aufnahme durch Verteilung, wihrend das Orange R, mit welchem 
Tanaka") arbeitete, eine Aufnahme durch Adsorption zeigt. 

Wir sehen es jedenfalls, daB das kolorimetrische Ergebnis der 
Farbstoffaufnahme gegen die Annahme einer adsorptiven Festhaltung 
der Farbstoffe im Innern der roten Blutkérperchen spricht. 


Es ist mir eine besondere und angenehme Pflicht, meinem Chef, 
Herrn Prof. Dr. M. Miculicich, fiir die mir in jeder Hinsicht erwiesene 
breitziigige Unterstiitzung bei meinen Uutersuchungen meinen innigsten 
Dank auszusprechen. Dank schulde ich auch Herrn Prof. Dr. Héber 
aus Kiel, von dem ich die Anregung zur Ausfiihrung vorliegender 
Untersuchungen erhielt. 


') Leider ist bei Tanaka die Bezugsquelle nicht angegeben. 
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Die quantitative Bestimmung des Plasmals im Serum. 
Von 
R. Feulgen und K. Imhiiuser. 


(Aus dem Physiologischen Institut, Chemische Abteilung, der Universitat 
GieBen. ) 


(Eingegangen am 9. Oktober 1926.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 


Einleitung. 


Bei der Erforschung der Physiologie des Plasmalogens war eine 
Methode zur quantitativen Bestimmung im Blutserum') erforderlich. 
Nun ist das Plasmalogen als solches noch nicht rein dargestellt worden 
und sein MoleXxulargewicht noch vollkommen unbekannt, wahrend 
das Plasmal, das leicht aus dem Plasmalogen entsteht, rein dargestellt 
werden kann. Aus diesem Grunde und deswegen, weil das Plasmal 
durch eine zur Kolorimetrie geeignete Farbreaktion ausgezeichnet 
ist, arbeiteten wir zuniachst eine Methode zur quantitativen Bestimmung 
dieses Kérpers aus. Da das Plasmal nur in Form seiner Vorstufe, 
niemals aber frei vorkommt, so brauchen spiter, wenn wir das Plasma- 
logen genauer kennengelernt haben, die Werte fiir das Plasmal nur mit 
einem Faktor multipliziert zu werden, um die fiir das Plasmalogen 
zu erhalten. 

Indessen liegen die Verhiltnisse auch bei der kolorimetrischen 
Bestimmung des Plasmals komplizierter. Aus einer spiteren Mitteilung 
iiber das Plasmal wird naimlich hervorgehoben, daB es mindestens 
zwei, wenn nicht mehrere verschiedene offenbar nahe verwandte K6érper 
gibt, welche mit der fuchsinschwefligen Saéure unter Farbstoffbildung 
reagieren, die sich durch die verschiedene Léslichkeit ihrer Thiosemi- 
carbazone in Alkohol und Ather, sowie der Silbersalze dieser Thiosemi- 
carbazone in denselben Lésungsmitteln unterscheiden. Daher stellen 


1) Uber den qualitativen Nachweis von Plasmalogen im Blutserum 
werden Stepp, Feulgen und Voit in einer folgenden Arbeit berichten. 
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die mit unserer quantitativen Methode erzielten Zahlen Werte fiir 
das .,Gesamtplasmal dar. 

Von diesen ,,Plasmalkérpern* haben wir bisher einen als in Alkohol 
und Ather schwer lésliches Thiosemicarbazon in schén kristallisiertem 
Zustande rein dargestellt. Das Silbersalz dieses Thiosemicarbazons ist 
in Ather unléslich. Daneben erhielten wir aber auch eine in Alkohol 
und Ather leicht lésliche, ein lésliches Silbersalz liefernde Fraktion, 
die Thiosemicarbazone enthielt und mit fuchsinschwefliger Siure 
unter Bildung eines Farbstoffs von demselben Aussehen reagierte. 
Diese Fraktion stellt ein 0] dar, das noch nicht zur Kristallisation 
gebracht werden konnte, und ist wahrscheinlich ein Gemenge von 
mehreren verwandten Kérpern. Dies erscheint verstandlich zu sein, 
wenn wir spiter zeigen werden, daB dem kristallisiert erhaltenen 
Thiosemicarbazon wahrscheinlich ein Oxoderivat des Oktadekans und 
vermutlich Oktadekanal (Stearinaldehyd) zugrunde liegt, so daB weitere 
Verwandte vermutet werden diirfen. Wir nennen das bisher rein dar- 
gestellte Plasmal vorliufig ..a-Plasmal“. Es macht den bei weitem 
gréBten Teil der lipoiden Substanz aus, wie sie von Feulgen und K. Voit') 
in der friiher beschriebenen Weise durch Wasserdampfdestillation 
gewonnen worden war, und ihm legen wir als Standardsubstanz unsere 
Berechnung bei der quantitativen Bestimmung des Plasmals zugrunde. 
Da aber die Identifizierung des a-Plasmals und sein Molekulargewicht 
noch nicht mit cer wiinschenswerten Sicherheit feststeht, so berechnen 
wir die Werte fiir das Plasma] vorlaufig als,a-Plasmalthiosemicarhazon, 
von dem wir auch als Standardsubstanz ausgehen. Wir machten uns 
so unabhingig von dem noch nicht genau feststehenden Molekular- 
gewicht des a-Plasmals und konnten eine Reihe von dringenden 
physiologischen Fragen in Angriff nehmen, ohne auf das Ergebnis der 
wegen der Kostbarkeit der Substanzen nur langsam fortschreitenden 
chemischen Untersuchung zu warten. Da es sich, wie aus spiteren 
Arbeiten hervorgehen wird, bei der Beurteilung vieler physiologischer 
Fragen immer nur um Vergleichswerte handelt, so ist diese Methode 
zur quantitativen Bestimmung tatsichlich vorderhand vollkommen 
ausreichend. Die erzielten Werte brauchen spater ja blob mit geeigneten 
Faktoren multipliziert zu werden, um die Menge des freien Plasmals 
oder auch des Plasmalogens zu erhalten. 

Uber die Reindarstellung des a-Plasmalthiosemicarbazons wird 
in einer spiteren Abhandlung berichtet werden, weil wir hierbei eine 
Methode zur quantitativen Auswertung der Reaktion mit fuchsin- 
schwefliger Siure vorraussetzen miissen und durch Vorwegnahme der 
quantitativen Bestimmung am besten Wiederholungen vermeiden. 


1) R. Feulgen und K. Voit, Pfliigers Arch. 206, 389, 1924. 

















| 
/ 
| 





32 R. Feulgen u. K. Imhauser: 


I. Die Grundlagen der Methode. 

Da wir in der ,,Plasmalreaktion™ eine ebenso empfindliche wie 
charakteristische Reaktion zur Erkennung des Plasmals und Plasma- 
logens besitzen, so lag es nahe, diese auszunutzen und zu einer quan- 
titativen Bestimmung auszubauen. Wir versuchten zuerst, das Plasma- 
logen durch Lésungsmittel dem Serum zu entziehen und auferhalb 
des Serums die Farbstoffbildung mit der fuchsinschwefligen Saure zu 
bewirken. Wir sind aber von dieser Arbeitsweise bald wieder ab- 
gekommen, vor allem deswegen, weil das Plasmalogen nur in organischen 
Lésungsmitteln léslich ist. In diesen macht namlich die Hervorrufung 
der Farbe mit fuchsinschwefliger Saure groBe Schwierigkeiten; denn 
entweder lést sich das Reagens nicht in organischen Lésungsmitteln, 
oder aber es zersetzt sich, wie in Alkobol, unter Rotfarbung, wahr- 
scheinlich infolge der Herabsetzung des Dissoziationsgrades des 
Reagenzes. Aus diesem Grunde haben wir das zu bestimmende Plas- 
malogen in dem Serum belassen, zumal sich zeigte, daB es so feindispers 
und dabei stabil kolloidal gelést vorkommt, daB sich mit dem Serum 
bei geeigneter Arbeitsweise tadellos klare und leicht kolorimetrierbare 
Farbstofflésungen erzielen lassen. 

Die Plasmalreaktion besteht darin, daB erstens freies Plasmal mit 
fuchsinschwefliger Saure einen sehr ergiebigen Farbstoff bildet, daB 
zweitens fuchsinschweflige Saure bei langer Einwirkung wegen ihrer 
Aciditét aus Plasmalogen das Plasmal frei machen kann, und daB 
drittens Sublimat dieses fast augenblicklich bewirkt. Versetzt man 
dementsprechend Serum mit fuchsinschwefliger Saure, eine andere 
Probe aber mit sublimathaltiger fuchsinschwefliger Saure, so erfolgt 
in der zweiten Probe die Farbstoffbildung in wenigen Minuten, in der 
ersten Probe aber erst nach mehreren Stunden. Diese bevorzugte 
Wirkung des Sublimats ist sehr charakteristisch und wird daher bei 
der ,,Plasmalreaktion™ mit verwertet. 

Indessen eignet sich das ,, Manifestmachen“ des Plasmals mit Sublimat 
keineswegs zur Erzielung kolorimetrierbarer Lésungen, denn Sublimat 
verursacht immer eine EiweiBfillung. Wenn diese auch unter den 
Bedingungen, die wir bei der Anstellung der Plasmalreaktion im Serum 
einhalten, sehr unvollstandig ist, so entsteht doch zum mindesten eine 
derartige Triibung, daB eine kolorimetrische Auswertung unméglich ware. 

Wir rufen deshalb den Farbstoff hervor, indem wir das zu unter- 
suchende Serum mit fuchsinschwefliger Saure vermischen und das 
Manifestwerden der Aldehydgruppe des Plasmals einfach der Aciditat 
des Reagenzes iiberlassen, die unterstiitzt wird durch Ansiuern des 
Serums, was iibrigens auch deswegen notwendig ist, weil Serum Sauren 
bindet, und weil fuchsinschweflige Saiure nur bei einer bestimmten 
Aciditaét bestandig ist. (Vermischt man z. B. nicht angesauertes Serum 
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mit wenig fuchsinschwefliger Saiure, so erhait man sofort eine starke 
Rotfarbung durch Zersetzung des Reagenzes, die mit dem Plasmal 
nichts zu tun hat.) 

So lassen sich durch einfaches Vermischen von angesiiuertem 
Serum mit fuchsinschwefliger Saiure und lingeres Stehen (etwa 
18 Stunden) schéne Farbstofflésungen erhalten, die sich ausgezeichnet 
kolorimetrieren lassen. Der aus dem Plasmal und der fuchsinschwefligen 
Saéure entstehende Farbstoff ist, ebenso wie das Plasmal selbst, in 
Wasser unldslich, befindet sich also bei diesen Proben in kolloidaler 

Erhebliche Schwierigkeiten bereitete uns die Auffindung einer 
geeigneten Standardsubstanz. Wir wollten grundsitzlich von der 
Verwendung artfremder Farbstoffe bei der kolorimetrischen Aus- 
wertung absehen und gedachten als Standardsubstanz lediglich reines 
Plasmal oder ein Plasmalderivat zu benutzen. Das Plasmal ist in- 
dessen wegen seiner freien Aldehydgruppe leicht zersetzlich und daher 
wenig als Standardsubstanz geeignet. Es zeigte sich aber, daB das 
Plasmalthiosemicarbazon ebenfalls quantitativ mit fuchsinschwefliger 
Saure reagiert, wenngleich die volle Ausbildung des Farbstoffs langere 
Zeit in Anspruch nimmt als wenn freies Plasmal in Reaktion tritt. Das 
Thiosemicarbazon ist ausgezeichnet haltbar und durch Umkristallisieren 
aus Alkohol unter Kontrolle seines Schmelzpunkts (106 bis 107°) leicht 
rein darzustellen. Es setzt sich in Gegenwart von fuchsinschwefliger 
Saure um, unter Bildung des Farbstoffs und Freiwerden von Thiosemi- 
carbazid. 

Nun ist aber das Plasmalthiosemicarbazon in Wasser unldslich, 
und da, wie oben ausgefiihrt, das Arbeiten mit fuchsinschwefliger Siure 
in organischen Lésungsmitteln erhebliche Schwierigkeiten bereitet, so 
ging unser Bestreben dahin, die Standardsubstanz in kolloidale Lésung 
zu bringen und dann mit ihr durch Vermischen mit fuchsinschwefliger 
Saure den Standardfarbstoff hervorzubringen. Dieses schien uns um 
so notwendiger zu sein, als auch das zu bestimmende Plasmalogen 
ja selbst im Serum kolloidal gelést vorhanden ist, so daB nur bei einer 
solchen Arbeitsweise sowohl in dem zu untersuchenden Serum als auch 
in der Standardfarbe gleiche Bedingungen vorliegen. Wir versuchten 
allerhand Schutzkolloide, um das vorschwebende Ziel zu erreichen. 
Als einzig (dafiir aber auch hervorragend) brauchbares Schutzkolloid 
erwies sich Serum selbst. Abgesehen davon, daB sich dieses Schutz- 
kolloid technisch am besten eignet, haben wir jetzt vollstaindig gleiche 
Verhaltnisse auf beiden Seiten des kolorimetrischen Systems, also auf 
der Standardseite und auf der Seite der zu untersuchenden Substanz. 

Vermischt man Serum mit einer geringen Menge einer alkoholischen 
Lésung von Plasmalthiosemicarbazon, so fallt dieses nicht aus, sondern 
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bleibt in feinstdisperser, stabiler Suspension, so daB dem Serum gar 
nichts anzusehen ist, und nach Zusatz von fuchsinschwefliger Saure 
und lingerem Stehen entsteht der Farbstoff, der, selbst in Wasser 
unléslich, ebenfalls so feindispers und dabei stabil ist, daB die 
Fliissigkeit wie eine echte Lésung aussieht. Als Serum zur Herstellung 
der kolloidalen | Standardplasmalthiosemicarbazonlésung kann man 
ein beliebiges ,,Hilfsserum‘ nehmen; wir waihlen entweder hierzu das 
zu untersuchende Serum selbst, oder, wenn dieses nicht in geniigender 
Menge zur Verfiigung steht, ein anderes, am besten Hammelserum, 
weil dieses von allen Seren den geringsten Gehalt an Eigenplasma- 
logen hat. 

Damit kommen wir zu einer neuen Schwierigkeit. Das Hilfs- 
serum enthalt stets selbst Plasmalogen, das natiirlich ebenfalls mit 
fuchsinschwefliger Saure unter Farbstoffbildung reagiert, und der 
Farbstoff, der sich in der Standardlésung ausbildet, ist eine Summe, 
bestehend aus dem Farbstoff aus der Standardsubstanz und dem 
Plasmalogen, welches dem Hilfsserum eigen ist. Es gelang nun, unter 
Verwendung des Biirkerschen Kolorimeters!), den unerwiinschten 
Farbstoff des Hilfsserums und andere 
stérende Unbekannte durch Kompensation 
zu eliminieren. 

Das Prinzip des Biirkerschen Kolori- 
meters ist aus der Abb. 1 zu ersehen. 


at(P#T+R) (P+T#R) 





























Es enthalt, wie die meisten gew6éhnlichen 
Kolorimeter, zwei Becher, in die zwei Glas- 


stibe hineintauchen zur Verdnderung der 
Schichthéhe. Zum Unterschied von anderen 
Kolorimetern sind die beiden Glasstabe aber 
nicht getrennt beweglich, sondern werden 


durch Zahn und Trieb gemeinsam auf und 

[+h] =+lhth! y bewegt. her jedem Glesstab befindet 

Abb. I. sich im Strahlengang eine Kammer, mit 

Die bite a den comet planparallelen Grund- und Deckplatten aus 

Ramer rome poienaaiiie, Glas, die eine Héhe von 10 mm hat. Der 

Albrechtsche Glaskérper, welcher ein scharfes 

Aneinanderbringen der beiden Gesichtsfeldhaélften gestattet, und andere 
Nebenteile sind in der Abbildung weggelassen. 


In die obere linke Kammer kommt die Standardfarbstofflésung, 
die in folgender Weise bereitet wird: Das Hilfsserum wird mittels 
einer Mikropipette mit einer bestimmten Menge einer alkoholischen 
Lésung von Plasmalthiosemicarbazon vermischt, fuchsinschweflige 
Saure hinzugesetzt und 18 Stunden stehengelassen. Es bildet sich eine 


‘) K. Biirker, Pfliigers Arch. 208, 274, 1923; Zeitschr. f. angew. Chem., 
Jahrg. 36, 8. 427, 1923. 
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Farbe aus, die zum Teil auf das Konto der Standardsubstanz, zum Teil 
aber auf das dem hilfsserum eigentiimliche Plasmalogen zuriick- 
zufiihren ist. Um diese letztere Farbstoffmenge zu eliminieren, wird 
zu gleicher Zeit wie die erwahnte Standardlésung, also 18 Stunden vor 
der Ablesung, eine gleiche Menge Hilfsserum mit der entsprechenden 
Menge fuchsinschwefliger Saure vermischt. Der sich entwickelnde 
Farbstoff entspricht nur dem Plasmalogengehalt des Hilfsserums. 
Diese Farbstoffléisung kommt in die obere rechte Kammer (,,obere 
Kompensierlésung**). In der linken Kammer befindet sich jetzt der 
der Standardsubstanz entsprechende Farbstoff a, ferner der dem 
Plasmalogengehalt des Hilfsserums entsprechende Farbstoff P, die 
Serumtriibung 7’ und die Eigenfarbe des Reagenzes R. In der rechten 
Kammer hingegen befindet sich die dem Plasmalogengehalt des Hilfs- 
serums entsprechende Farbe P, die Triibung 7 und die Eigenfarbe 
des Reagens R. Man sieht, daB die unbekannten Werte fiir P, 7 
und F auf beiden Seiten gleich vorkommen; sie heben sich daher auf, 
und als einzig wirksamer Farbstoff bleibt oben links derjenige, welcher 
auf Grund der Standardsubstanz entstanden ist (a). Sogar die Eigen- 
farbe des Serums und die haufig sehr stérende, jedem Serum mehr oder 
weniger eigentiimliche Triibung werden vollkommen eliminiert. 
Schrag gegeniiber, also unten in den rechten Recher kommt jetzt 
das zu untersuchende Serum, welches 18 Stunden mit fuchsinschwefliger 
Saure gestanden hatte, hinein. Es enthalt einen der unbekannten und 
zu bestimmenden Plasmalmenge entsprechenden Farbstoff x, der mit 
dem Standardfarbstoff kolorimetrisch verglichen werden soll. Aber 
der Becher enthalt auch noch eine dem Serum eigentiimliche Triibung 
und Farbe 7',, sowie die Eigenfarbe des Reagenzes R,. Diese letzteren 
GréBen miissen unbedingt eliminiert werden, da sie sonst einen kolori- 
metrischen Vergleich beider Seiten unméglich machen wiirden. Dies 
geschieht dadurch, daB man auf die andere Seite, also in den linken 
Becher hinein, ein ganz frisch hergestelltes Gemisch von Serum und 
Reagens hineinbringt, das erst unmittelbar vor der Ablesung angesetzt 
und so schnell benutzt wird, daB eine Farbstoffsynthese wie auf der 
rechten Seite nicht zustande kommt (,,untere K ompensierlésung). Wir 
haben dann also links unten lediglich 7, und R,, und zwar, da im 
Biirkerschen Kolorimeter die beiden Eintauchstaébe durch Zahn und 
Trieb gleichmaBig sich bewegen, in gleicher Schichthéhe wie rechts. 
Mithin werden die Unbekannten 7, und R, in dem unteren rechten 
Becher kompensiert. Uhersieht man jetzt das ganze System, so wird 
man finden, daB tatsiichlich alle stérenden Farben und Triibungen 
kompensiert sind, und daB sich jetzt nur noch die Standardfarbe und 
die Farbe der zu untersuchenden Substanz gegeniiberstehen. Sie 
werden nach den bekannten Regeln der Kolorimetrie verglichen. 


3* 
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Trotz dem anscheinend vollkommenen Parallelismus auf beiden 
Seiten zeigte der Versuch, dab die beiden Gesichtsfeldhalften haufig 
doch einen erheblichen Unterschied in der Farbe aufwiesen, was einen 
Vergleich manchmal unméglich machte. Es zeigte sich, daB die Ursache 
in der doch nicht vollkommen homologen Behandlung der Fliissigkeiten 
in den beiden unteren Bechern zu suchen war. Diese Filiissigkeiten 
bestehen zwar beidseitig aus denselben Bestandteilen, es sind Mischungen 
von Serum und Reagens in beiderseits gleichem Verhiltnis, aber von 
diesen hat die eine, im rechten Becher befindliche Mischung zur Aus- 
bildung der Farbe 18 Stunden gestanden, wahrend die andere .,untere 
Kompensierlésung‘ ganz frisch kurz vor der Ablesung gemischt werden 
mu, um jede Farbstoffbildung zu verhindern. Dieser Unterschied in 
der Einwirkungsdauer des sauren Reagens hat zur Folge, daB die 
Triibungen in beiden Lésungen nicht mehr genau dieselben sind; nach 
dem Vermischen von Serum und fuchsinschwefliger Saiure verindert 
sich nimlich die Triibung im Laufe einiger Stunden. Eine vermehrte 
Triibung wirkt aber wie ein Grauzusatz zu einer klaren Farbe und 
macht die Farbe ,,triibe“‘ im Sinne Ostwalds, und die Folge davon ist, 
daB die Farbe der einen Gesichtsfeldhalfte anders aussieht als die der 
anderen, so daB eine Einstellung des Kolorimeters auf Farbengleichheit 
hiufig nicht méglich ist. Dieser Ubelstand macht sich um so mehr 
hemerkbar, je weniger Plasmal das Serum enthalt. Im iibrigen zeigen 
die verschiedenen Sera in dieser Hinsicht gcoBe Unterschiede. 

Es war also unbedingt erforderlich, die Lésungen der beiden Becher 
so herzustellen, daB beide gleich lange bei gleicher Wasserstoffionen- 
konzentration stehen. Die Art, wie wir dies erreichen, geht aus der 
Tabelle hervor. Die Angaben links vom Strich entsprechen dem 
Inhalt des linken Bechers, wihrend der rechte Becher nach den An- 
gaben rechts vom Strich beschickt wird. Wir wollen der Einfachheit 
halber von linker und rechter Lésung sprechen. Beide Lésungen werden 
nach dieser neuen Methode zu gleicher Zeit angesetzt, also 18 Stunden 
vor der Ablesung. Die Mischung erfolgt in Reagenzglasern. 





Linke Lésung Rechte Lésung 


Serum Serum 
Sauregemisch Sauregemisch 
FS 


Ss 


18 Stunden stehenlassen 
FS S 


In beide Reagenzgliser kommt zuniichst eine gleiche Menge des 
zu untersuchenden Serums hinein, wie aus dem Schema ersichtlich. 
Sodann werden beide Reagenzgliser mit gleichen Mengen desselben 
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Sauregemisches angesiuert. Dieses Sauregemisch verhindert die oben 
erwahnte Pseudoreaktion der fuchsinschwefligen Séiure mit dem Serum 
auf Grund einer Zersetzung des Reagenzes. Jetzt kommt in das rechte 
Glas die fuchsinschweflige Saure hinein (FS), in das linke Glas aber 
eine gleiche Menge ,,SO,-haltigen Wassers, in dem Schema mit S 
bezeichnet, welches genau so zusammengesetzt ist wie die fuchsin- 
schweflige faure, nur daB hier das Fuchsin fehlt. Es hat praktisch mit 
geniigender Genauigkeit dieselbe Wasserstoffionenkonzentration wie 
die fuchsinschweflige Sure. Diese Mischungen bleiben jetzt 18 Stunden 
stehen, wihrend welcher Zeit sich die Farbe in dem rechten Glase 
ausbildet. Das linke Glas steht also gleich lange bei gleicher Wasser- 
stoffionenkonzentration wie das rechte Glas, hat also dieselbe Triibung, 
aber wegen Fehlens des Reagenzes keinen Farbstoff entwickelt. Diese 
beiden Lésungen sind aber noch nicht vergleichbar, denn die rechte 
Lésung enthalt die schwach gelbe Farbe der fuchsinschwefligen Saure, 
die linke aber nicht. Deswegen wird unmittelbar vor der Ablesung die 
linke Lésung mit derselben Menge fuchsinschwefliger Saure vermischt, 
wie sie das rechte Glas bereits enthalt, dafiir aber dem Inhalt des rechten 
Glases jenes der fuchsinschwefligen Siure entsprechende 8 O,-haltige 
Wasser, im Schema S genannt, in gleicher Menge hinzugefiigt. Erst 
jetzt ist alles auf beiden Seiten gleich, und die Ablesung kann vor 
sich gehen. ‘ 

Diese Arbeitsweise hat noch folgenden Vorzug. Die linke, als 
Kompensierlésung dienende Fliissigkeit enthalt von vornherein 
schweflige Siure. Diese hat die Fahigkeit, sich mit dem Plasmal 
zu verbinden, so da spiter, wenn kurz vor dem Ablesen fuchsin- 
schweflige Saure hinzukommt, diese bei weitem nicht mehr so groBe 
Neigung zu einer Farbstoffbildung zeigt, wie wenn das Plasmal ohne 
SO, gestanden hatte. Das ist sehr angenehm, da man sich mit der 
Ablesung nicht so sehr zu beeilen braucht; denn es ist selbstverstandlich, 
daB die Ablesung beendet sein muB, wenn sich der Farbstoff in der 
Kompensierlésung auszubilden beginnt, was sonst, wenn viel Plasmal 
zugegen ist, schon nach wenigen Minuten eintreten kapn. 

Als Hilfsserum kann man, wie erwaihnt, das zu untersuchende 
Serum selbst nehmen. Aus physiologisch optischen Griinden (W ebers 
Gesetz) ist die Scharfe der Einstellung um so besser, je weniger Eigen- 
plasmalogen das Hilfsserum enthalt; aus diesem Grunde empfehlen 
wir als Hilfsserum Hammelserum, das von allen bisher untersuchten 
Seren den geringsten Plasmalogengehalt hat. 


Il. Die Beurteilung der Methode. 
Es erhebt sich zunichst die Frage, ob die Farbstoffbildung mit 
fuchsinschwefliger Saure der GesetzmiBigkeit der Proportionalitit 














38 R. Feulgen u. K. Imhauser: 


gehorcht. Bei der Untersuchung der Zuverlassigkeit einer kolori- 
metrischen Methode wiirde man so vorgehen, daB man bekannte Mengen 
der zu bestimmenden reinen Substanz in einem indifferenten Lésungs- 
mittel (meist Wasser) lést und dann ermittelt, ob man mit der Methode 
auch diese Mengen wiederfindet. Auf unseren Fall iibertragen, wiirde 
man also reines Plasmalogen zu verschiedenen Konzentrationen in 
plasmalogenfreiem Serum kolloidal lésen und untersuchen miissen, 
ob man mit der beschriebenen Methode das Plasmalogen wiederfindet. 
in der Eigenart der Verhiltnisse liegt aber begriindet, daB dieses Ver- 
fahren hier nicht anwendbar ist, denn weder kénnen wir Plasmalogen 
zurzeit rein darstellen, noch ein plasmalogenfreies Serum beschaffen. 


Wir miissen uns daher vorderhand mit der Beantwortung der 
Frage begniigen, ob man bei einem bestimmten Serum dieselben Werte 
findet, wenn man das Plasmalthiosemicarbazon als Standardsubstanz 
in verschiedenen Konzentrationen anwendet. Man kann so wenigstens 
feststellen, ob auf der Standardseite das Gesetz der Proportionalitit 
mit geniigender Genauigkeit gilt, in welchem Falle auf der Seite der zu 
untersuchenden Substanz das gleiche angenommen werden darf. Zahl- 
reiche Versuche in dieser Richtung lieferten befriedigende Resultate. 
Sie sind in folgender Tabelle zusammengestellt. Es wurden 15 Sera der 
verschiedensten Tierspezies untersucht, auf die es hier aber nicht an- 
kommt. Der erste Stab in der Tabelle zeigt die Konzentration der 
angewandten alkbholischen Plasmalthiosemicarbazonlésung, iiber deren 
Verwendung der folgende Abschnitt Auskunft erteilt'), der zweite 
Stab die damit erzielten Werte fiir das Plasmal, ausgedriickt in Milli- 
gramm Plasmalthiosemicarbazon pro Liter Serum. Zwei Beobachtungen 
weisen gréBere Differenzen auf, sie sind mit einem Fragezeichen kenntlich 
gemacht. Die Ursache hierfiir konnten wir nicht feststellen. 








4s 6=—|tiédD mit dn 
Serum aikcholechen Stundard> vondietese Sesame 
Nr. lésung in Promille Werte ( mg pro Liter) 
1 1,2 33,4 
24 34.5 
2 12 21,8 
2'4 22.5 
3 12 32,7 
2'4 34,2 
4 03 54 
06 6,1 
5 1,2 30,0? 
2.4 41,4? 


1) Von dieser alkoholischen Standardlésung werden jedesmal 25 cmm 
zu 2ccm Hilfsserum zugesetzt. 
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Fortsetzung. 





| : Die mit den 
eae =... | verschiedenen Konzen- 


lésung in Promille | Wore Gusan tes 
0,15 79 
03 8,5 
03 14.0 
0,6 14,0 
1,2 154 
0,3 9,6 
0,6 9,7 
0,6 12,2 
12 12,6 
0,15 4,1 
0,3 3,9 
0,15 3.5 
03 3,5 
1,2 55,6 
24 60,5 
12 44,1 
2.4 45,5 
03 13,3 
0,6 13,1 
0,3 6,9? 
06 9,9? 


Aus dieser Tabelle geht auch hervor, daB die Plasmalogenwerte 
in den verschiedenen Seren sehr schwanken kénnen. Unterschiede im 
Verhaltnis 1:15 in den Seren verschiedener Tierspezies kommen vor. 
Allgemein ist der Gehalt an Plasmal gering und betrigt bei manchen 
Tieren nur wenige Milligramm pro Liter Serum. Wenn wir so geringe 
Mengen noch bestimmen kénnen, unter Verwendung von nur 4 ccm 
des zu untersuchenden Serums, wovon nur 2ccm mit einem Gehalt 
von !/jo,mg Plasmal zur eigentlichen Farbstoffbildung benutzt werden, 
so verdanken wir das der groBen Ergiebigkeit des aus dem Plasmal 
und der fuchsinschwefligen Saiure entstehenden Farbstoffs. 

Es muB8 jetzt noch die Frage nach dem giinstigsten Zeitpunkt der 
Ablesung beantwortet werden. Bei den frisch angesetzten Lésungen 
erscheint die Farbe anfinglich vorwiegend in der Standardlésung, 
weil das Plasmalthiosemicarbazon leichter sich mit der fuchsinschwefligen 
Saure umsetzt als das Plasmalogen. Daher erhalt man in den ersten 
Stunden zu groBe Schichthéhen bei der Finstellung auf Farbengleichheit. 
Mit der Entwicklung des Farbstoffs auf der Seite der zu untersuchenden 
Substanz nimmt die Schichthéhe bis zum richtigen Werte ab. Man 
mu8 also hinreichend lange Zeit bis zur Ablesung warten. Indessen 
blaBt die Farbe bei zu langem Stehen ab, und auch dies geschieht nicht 
gleichmaBig auf beiden Seiten, sondern in dem Sinne, daB die Schicht- 
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héhe bei Farbengleichheit gréBer wird. Setzt man also die Lésungen 
frisch an und beobachtet fortlaufend, so beobachtet man anfinglich 
ein Sinken, dann aber wieder ein Steigen der Schichthéhe, und da- 
zwischen liegt ein Minimum an Schichthdhe, das dann fiir die Berechnung 
benutzt werden mu. Stellt man sich diese Verhiltnisse graphisch 
dar, unter Verwendung der Schichthéhen als Ordinaten, so erhilt man 
eine Kurve, die anfanglich steil faillt, dann horizontal verliuft und 
endlich wieder allmablich ansteigt. Es war zu untersuchen, ob der 
horizontale Teil der Kurve, in dem die Ablesung erfolgen muB, eine 
geniigende Breite aufweist, und ob es méglich ist, unter schematischer 
Festsetzung einer Zeit die Ablesung mit Sicherheit in einem Punkte 
zu machen, der sich geniigend von den benachbarten Wendepunkten 
fernhilt. Derartige Versuche wurden mehrfach mit demselben Resultat 
angestellt. Zur Anstellung dieser Versuche wurde eine gréBere Menge 
der Lésungen auf einmal angesetzt und fort- 
schreitend Proben zur kolorimetrischen Unter- 
suchung entnommen. Da wir anfinglich alle 
2 bzw. alle 4 Stunden entnehmen muBten, so 
wurden, um nicht durch die Nachtzeit mit 
ihren verinderten Beleuchtungsverhialtnissen 
behindert zu werden, zwei Portionen mit ent- 
sprechender Zeitverschiebung angesetzt. 
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Abb. 2. 


Die Abb. 2 gibt die Resultate wieder. Die Abszissen sind Stunden, 
die Ordinaten Millimeter Schichthéhe. Man sieht, daB von der 10. bis 
24. Stunde die Kurve horizontal verlauft; mithin liegt der giinstigste 
Zeitpunkt fiir die Ablesung bei etwa 16 bis 18 Stunden. Die Ver- 
anderung der Schichthéhe wiirde noch mehrere Tage weiter verfolgt. 
Am 6. Tage hatte die Schichthéhe vom Minimum (8 mm) auf 13 mm 
wieder zugenommen. 
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Die beschriebene Methode zur quantitativen Bestimmung des 
Plasmals setzt selbstverstindlich voraus, da andere Stoffe, welche 
mit der fuchsinschwefligen Siure unter Farbstoffbildung reagieren, 
im Serum nicht vorkommen, oder, genauer ausgedriickt, nur in einer 
Konzentration vorkommen, die unter der Schwelle der Nachweisbarkeit 
mit fuchsinschwefliger Siure liegt. Alle Beobachtungen deuten bis 
jetzt darauf hin, daB dies in der Tat zutrifft. Zuniachst ist die Aldehyd- 
gruppe an sich von auBerordentlicher Seltenheit in der Biochemie der 
Tiere. Augenblicklich kennen wir nur drei Stoffe, welche Aldehyd- 
charakter haben, nimlich den Acetaldehyd, die Thymonucleinsiure 
nach partiellem Abbau (worauf die Nuclealreaktion und Nuclealfairbung 
beruhen) und das Plasmalogen bzw. das Plasmal. Acetaldehyd kommt 
in Geweben und Kérperfliissigkeiten jedenfalls nicht in einer Menge 
vor, daB er mit fuchsinschwefliger Siure direkt nachweisbar wire, und 
auch die Thymonucleinsiure hat der eine von uns (R. Feulgen) ver- 
geblich im Serum direkt nachzuweisen versucht. Vor allem aber haben 
wir in der ordnungsgemaB, d.h. unter Mitverwendung von Sublimat 
angestellten Plasmalreaktion ein ausgezeichnetes }.ittel, um eine Sub- 
stanz, die mit der fuchsinschwefligen Saure reagiert, auch als Plasmalogen 
zu erkennen, und zwar auf Grund der héchst charakteristischen Eigen- 
tiimlichkeit, daB Sublimat imstande ist, aus Plasmalogen Plasmal zu 
bilden. Kame das Plasma! frei vor. dann wire eine Reaktion mit 
fuchsinschwefliger Saure nicht so ausnehmend eindeutig, aber Plasmal 
kommt immer nur als Plasmalogen vor; Plasmal ist, wie spiter aus- 
fiihrlich auseinandergesetzt werden wird, im BJjutkreislauf gar nicht 
in nennenswerter Menge denkbar, und damit haben wir auch 
stets die unerhért charakteristische Eigentiimlichkeit der Sublimat- 
wirkung zur Diagnose zur Verfiigung. Wir haben bei Anstellung der 
Plasmalreaktion noch nie beobachtet, daB andere Aldehyde mit freier 
Aldehydgruppe zugegen sind. Endlich stimmt der Farbstoff, welcher 
bei der Plasmalreaktion und bei der quantitativen Methode sich im 
Serum entwickelt, im Aussehen iiberein mit dem aus reinem Plasmal 
und fuchsinschwefliger Siure entstehenden; er ist auffallend blaustichig 
und unterscheidet sich dadurch von der Nuance der Nuclealreaktion 
und vor allem von der Acetaldehydreaktion. Wir glauben, daB ein 
spektrophotometrischer Vergleich des im Serum und aus reinem 
Plasmal sich bildenden Farbstoffs unsere Ansichten bestitigen wird. 


Ill. Die Technik der Bestimmung. 
a) Die erforderlichen Reagenzien. 
1. Normalsalzsdure. 
2. Fuchsinschweflige Sdure. Da dieses Reagens genau so hergestellt 
werden muB8 wie das SO,-haltige Wasser, so empfiehlt es sich, beide Lésungen 
in einem MaBkolben unter genauer Abwigung der Bestandteile anzusetzen. 
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In einem Erlenmeyerkolben iibergieBt man 0,5 g Fuchsin') mit etwa 
70 ccm siedenden Wassers, schiittelt bis zur Lésung um, filtriert in einen 
MeBkolben zu 100 cem hinein, wascht das Filter mit etwas heiBem Wasser 
nach, gibt dann 10 ccm n HC! hinzu und kiihlt unter der Wasserleitung 
auf Zimmertemperatur ab. Zu dieser sauren Fuchsinlésung fiigt man dann 
genau 0,500 g Natriumbisulfit (wasserfrei pro analysi), fiillt mit Wasser 
bis zur Marke auf und lat bis zum Gebrauch 2 Tage im Dunkeln stehen. 
Der MeBkolben dient zugleich als AufbewahrungsgefiB. Er muB8 einen 
tadellos schlieBenden Stopfen haben, der nie linger als unbedingt nétig 
abgenommen werden darf. 

3. SO,-haltiges Wasser. 0,500 g Natriumbisulfit (wasserfrei pro analysi) 
werden in einem MeBkolben von 100 ccm Inhalt in etwa 80 ccm Wasser 
gelést, 10cem n HCl zugefiigt und mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt. 
Der MeBkolben dient auch hier als Vorratsgefai8, dessen Stopfen gut schlieBen 
muB8 und nie linger als unbedingt nétig abgenommen wird. 

Es ist sehr wesentlich, daB die fuchsinschweflige Saiure und das SO,- 
haltige Wasser in genau gleicher Weise hergestellt und auch aufbewahrt 
werden, weil das iiberschiissige SO, leicht aus diesen Lésungen entweicht. 
Aus diesem Grunde verwahre man die Lésungen auch in zwei gleichen 
MeBkolben auf, in denen sie auch angesetzt werden. Man sorge dafiir, daB 
der Fliissigkeitsstand in beiden Kolben im Laufe des Gebrauchs gleich 
bleibt, indem man aus dem Kolben, von dessen Inhalt man weniger ver- 
braucht, von Zeit zu Zeit einfach etwas weggieBt. 


b) Die Standardstammlésungen. 


In Kolorimetern gewéhnlicher Bauart befindet sich der Standard- 
farbstoff in einem Becher mit Eintauchstab, und die Schichthdhe des 
Standardfarbstoffs ist durch mehr dder weniger tiefes Eintauchen des 
Glasstabs in weiten Grenzen verinderlich. Infolgedessen kann man mit 
einer einzigen Standardfarbstofflésung groBe Konzentrationsbereiche der 
zu bestimmenden Substanz bestreichen. Bei dem hier verwendeten Biirker- 
schen Kolorimeter hingegen befindet sich die Standardfarbstofflésung in 
der linken oberen Kammer, die ein fiir allemal eine Schichthéhe von 10 mm 
hat. Infolgedessen ist der Bereich, der mit einer Standardfarbstofflésung 
iiberdeckt werden kann, nur beschrinkt ; er entspricht einem Konzentrations- 
verhaltnis von etwa 1:2 oder 1:3, wenn anders man sich nicht aus dem 
Optimum der Kolorimetereinstellung entfernen will, und daraus folgt, 
da8 man fiir einen gréBeren Konzentrationsbereich mehrere verschieden 
konzentrierte Standardfarbstofflésungen herstellen muB. Wie oben aus- 
einandergesetzt, erhalt man die Standardfarbstofflésung, indem man eine 
bestimmte Menge eines Hilfsserums mit einer bestimmten Menge Plasmal- 
thiosemicarbazon kolloidal versetzt und dann mit fuchsinschwefliger Saure 
den Farbstof entwickelt. Um dem Hilfsserum verschiedene Plasmal- 
thiosemicarbazonkonzentrationen zu erteilen, kénnte man von einer einzigen 
geniigend konzentrierten alkoholischen Plasmalthiosemicarbazonlésung aus- 
gehen und von dieser dem Hilfsserum jeweils die geeigneten Mengen zu- 
setzen. Wir ziehen aber vor, schon um Irrtiimer auszuschalten, stets eine 
gleiche Menge der alkoholischen Stammlésung (25 cmm) dem Hilfsserum 


1) Wir benutzten in letzter Zeit ausschlieBlich das ,,Fuchsin gelb- 
stichig*‘ rein fiir photographische Zwecke der Héchster Farbwerke. 
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zuzugeben und statt dessen die Konzentration zu variieren bzw. eine 
Reihe von alkoholischen Standardstammlésungen verschiedener Kon- 
zentration im Vorrat zu halten. Dabei halten wir die Menge der dem Hilfs- 
serum zuzugebenden alkoholischen Lésung so gering, daB der dem gewdhn- 
lichen Alkohol eigentiimliche Gehalt an Acetaldehyd unter der Schwelle 
der Nachweisbarkeit mit fuchsinschwefliger Saure liegt. 

Bei der Untersuchung der verschiedensten Seren haben sich die folgenden 
Konzentrationen fiir die alkohotische Plasmalthiosemicarbazonlésung als 
geeignet erwiesen: 0,15, 0,3, 0,6, 1,2, 2,4 Prom. Die Herstellung des als 
Standardsubstanz dienenden Plasmalthiosemicarbazons, die iibrigens im 
Prinzip schon aus dem friiher mitgeteilten hervorgeht, wird spiter genau 
beschrieben werden. Die Lésungen, von denen man nur jedesmal 25 cmm 
braucht, miissen in kleinen, durch gute Gummistopfen wohl verschlossenen 
Flaschen gegen Verdunstung des Alkohols geschiitzt aufbewahrt werden. 


c) Sonstige Gerdte. 

Zur Bestimmung sind noch erforderlich eine Reihe kleiner Reagenz 
glaser, die mit guten Gummistopfen luftdicht verschlossen werden kénnen. 
Ferner eine Pipette zu 2 ccm, eine zu 1 ccm und eine Mikroauswaschpipette 
zu 25cmm. Als solche nehmen wir die dem Kolorimeter beiliegende 
Blutpipette. Die Pipetten miissen innen vollkommen fettfrei sein. Sie 
liegen, mit Ausnahme der Mikropipette, wenn sie nicht gerade benutzt 
werden, wahrend der Versuchsperiode am besten in einem Gemisch von 
gleichen Teilen konzentrierter Schwefelsiure und Salpeterséure. Die 
Pipette zu 2ccem (Serumpipette) muB8B genau sein und eventuell fest- 
gestellt werden, wieviel Serum sie ausflieBen l48t, wenn man ihr ge- 
niigende Auslaufszeit gewihrt. Daraus wird eine Pipettenkorrektur 
berechnet, die auf den Endwert in entsprechender Weise in Anrechnung 
gebracht wird. Wir benutzen im Rahmen dieser Methode die beiden groBen 
Pipetten stets derart, daB die gefiillte Pipette senkrecht in das zu be- 
schickende Reagenzglas gehalten, mit der Auslaufspitze an der Wand 
desselben angelegt und vom Augenblick des Loslassens des Fingers an 
gerechnet, 15 Sekunden gewartet wird, d. h. etwa 10 Sekunden linger, als 
die eigentliche Auslaufzeit der Pipette betrigt. An die Pipette zu 1 ccm 
werden keinerlei Anforderungen beziiglich Genauigkeit gestellt, nur muB 
sie stets in gleicher Weise bedient werden, damit sie stets gleiche Mengen 
hergibt, und im Laufe einer Bestimmung darf sie nicht gewechselt werden. 


Die Ausfiihrung der Bestimmung. 


Fiir eine Bestimmung sind mindestens vier Serumlésungen er- 
forderlich: Die Standardlésung, die obere Kompensierlésung, die zu 
untersuchende Lésung und die untere Kompensierlésung. Kennt 
man nicht annihernd den Gehalt des zu untersuchenden Serums an 
Plasmal, so miissen mehrere Standardlésungen angesetzt werden, 
aus Griinden, die oben angefiihrt worden sind. Der Ubersichtlichkeit 
wegen soll im folgenden der Gang der Untersuchung mit nur einer 
Standardlésung beschrieben werden. Zur Herstellung sind vier kleine, 
mit Gummistopfen verschlieBbare Reagenzgliser erforderlich. thre 
Beschickung erfolgt nach folgendem Schema: 
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Il | IV. 


Il. 
L : . : 

. Obere Kompensiers Zu untersuchende | Untere Kumpensier- 
Standardlésung lésung Lésung | losung 
2cem Hilfs- 2cem Hilfs- 2ccm zu unter- 2cem zu unter- 

serum serum suchend. Serum suchend, Serum 
25cemm alkoh. 25 cmm 25 cmm 25 cmm 
Standardlésung Alkohol Alkohol Alkohol 
leem Saure- leem Saure- leem Saure- lcem Sdéure- 
gemisch gemisch gemisch gemisch 
leem FS leem FS leem FS leem S 
18 Stunden im Dunkeln stehenlassen 
leem S leem S leem S leem FS 


In dieser Tabelle bedeutet: / S = tuchsinschweflige Saure, S = SOpshaltiges Wasser. 


Die beiden ersten Reagenzgliser werden danach mit je 2 ccm von 
dem Hilfsserum, die beiden letzten mit je 2ccm von dem zu unter- 
suchendem Serum beschickt. Jetzt versetzt man das erste Reagenzglas 
mit 25cmm der betreffenden alkoholischen Standardstammlésung, 
die anderen aber mit 25cmm Alkohol. Dies geschieht in folgender 
Weise: Man nimmt die mit Schlauch und Mundstiick versehene }. ikro- 
pipette und saugt die Standardlésung bis iiber die M arke hinein, so daB 
die Fliissigkeit in den oberen erweiterten Raum etwas eintritt. Man 
vermeide ein Benetzen des Gummischlauchs. Man verschlieBt jetzt 
das Mundstiick mit der Zunge und bringt die Fipette sofort in eine 


Yast horizontale Lage, die Auslaufspitze etwas geneigt. Dann gibt man 


das Mundstiick frei, das man aber noch zwischen den Zilinen bei 
gedffneten Lippen hilt, reinigt die Pipette ohne ihre Lage zu verindern. 
auBen erst mit einem mit Alkohol benetzten, dann mit einem trockenen 
Tuche und betupft die Spitze der Pipette mehrmals kurz mit dem Finger; 
auf diese Weise entfernt man jedesmal sehr kleine M engen der Fliissigkeit 
aus der Pipette und kann so den Meniskus des Fliissigkeitsspiegels an der 
Marke scharf einstellen. Durch Betupfen mit einem Tuche oder einem 
Stiick Filtrierpapier kann man gréBere Mengen auf einmal entfernen. 
Jetzt bringt man die vorschriftsmaBig gefiillte Pipette sofort und 
ohne die Wandung zu beriihren in das erste Reagenzglas hinein, wobei 
die Spitze in das Serum eingetaucht wird, und blast den Fliissigkeits- 
faden heraus, bis Luftblasen entweichen, die zugleich das Serum durch- 
mischen. Um noch Reste der Lésung von der Wandung der Pipette 
zu entfernen, saugt man einige Male Serum bis in die Erweiterung 
der Pipette hinein und blast jedesmal wieder aus. Endlich zieht man 
die Pipette aus dem Serum heraus, legt deren Spitze an der Reagenz- 
glaswand an, blast wiederholt aus und laBt dabei etwa eine halbe Minute 
ablaufen. Hieran schlieBt sich sofort die Reinigung der Pipette an. 
Zu diesem Zwecke entfernt man die Pipette von dem Schlauche. steckt 
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sie an den Schlauch einer Wasserstrahlpumpe an, spiilt sie, wihrend 
die Wasserstrahlpumpe liuft, auBen mit fliebendem Wasser ab und 
reinigt sie dann innen, indem man die Spitze der Pipette ruckweise in 
einen Wasserstrahl hineintaucht und wieder herauszieht. Jetzt trocknet 
man die Pipette auBen mit einem Tuche ab und taucht sie mehrmals 
ruckweise in 96proz. Alkohol hinein, wodurch das Wasser entfernt 
wird. Lat man jetzt nach auBerem Abtrocknen etwa eine Minute lang 
Luft durch die Pipette hindurchsaugen, so trocknet die Pipette innen 
vollkommen aus und ist wieder verwendungsbereit. 

In analoger Weise gibt man zu simtlichen anderen Reagenzglisern 
je 25cemm Alkohol. 

Jetzt werden simtliche Sera mit 1 ccm Siéiuregemisch angesiuert, 
worauf die Glaser nach jedesmaligem Zusatz sofort wieder verschlossen 
werden. Dieses Siuregemisch bereitet man sich fiir alle Glaser vorher, 
indem man in einem Reagenzglas n-Salzsiure und SO,-haltiges Wasser 
zu gleichen Teilen mischt. 

Nunmehr werden sofort die ersten drei Reagenzgliser mit je 1 com 
fuchsinschwefliger Saure, das letzte Glas aber mit 1 com SO,-haltigen 
Wassers versetzt. Nach sorgfiltiger Mischung bleiben alle Glaser 
18 Stunden lang im Dankeln stehen; es ist also zweckmiabig, die Lésungen 
am Abend anzusetzen und die Kolorimetrie «m anderen Morgen aus- 
zufiihren. Kurz vor dieser vermischt man den Inhalt der drei ersten 
Glieder mit je 1 ccm SO,-haltigen Wassers und dann unmittelbar 
vor dem Einfiillen den Inhalt des letzten Glases mit 1 cem fuchsin- 
schwefliger Siure. Da in dieser unteren Kompensierlésung die fuchsin- 
schweflige Saure keinen Farbstoff bilden darf, so ist es zweckmibig, 
zunichst die ersten drei Lésungen in die GefiBe des Kolorimeters 
einzufiillen und erst unmittelbar vor der Ablesung die fuchsinschweflige 
Saéure dem letzten Glase hinzuzugeben. Sofort danach wird diese 
Lésung in den entsprechenden Becher eingefiillt und gleich kolori- 
metriert. 

Die oberen Behilter des Biirkerschen Kolorimeters bestehen aus 
einem Hohlzylinder aus Glas, der durch zwei planparallele Glasplatten 
abgeschlossen ist. Die Dichtung erfolgt durch Zusammenpressen der 
eben geschliffenen drei Einzelteile in einer metallenen Kapsel, die zu 
diesem Zwecke oben eine Ringschraube besitzt. Da das Biirkersche 
Kolorimeter vor allem der Hamoglobinbestimmung dient, zu welchem 
Zwecke der eine obere Behilter ein fiir allemal eine haltbare Standard- 
lésung von reduziertem Hamoglobin enthilt, die nicht mehr gewechselt 
zu werden braucht, unsere Standardfarblésung aber nicht haltbar 
ist und daher nach jeder Bestimmung wieder entfernt werden muB, 
so haben wir uns fiir unsere Zwecke das Einfiillen der Fliissigkeiten 
dadurch erleichtert, daB wir die oberen Deckplatten am Rande (auBer- 
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halb des Strahlenganges) durchbohren lieBen. Zur Fiillung wird dann 
die Kammer trocken zusammengesetzt und verschraubt, wobei die 
Lécher in den Deckplatten spater im Kolorimeter temporalwirts stehen 
sollen, und dann mit Hilfe eines zur Kapillaren ausgezogenen Glas- 
rohres gefiillt. Sollte dabei etwas von der F liissigkeit auf die Deckplatte 
kommen, so kann dies mit der Ecke eines Filtrierpapierstreifens leicht 
entfernt werden. Die Fiillung der Becher kann durch EingieBen ge- 
schehen. 

Die Fillung der Behalter geschieht derart, daB man in die eine 
abgeschlossene Kammer die Standardlésung, in die andere die obere 
Kompensierlésung, in den einen Eecher die zu untersuchende Lésung 
und in den anderen die untere Kompensierlésung hineinbringt. Die 
Anordnung der einzelnen Eehilter wird so getroffen, dab die Kammer 
mit der Standardlésung oben, der Becher mit der zu untersuchenden 
Lésung aber unten auf der anderen Seite angebracht wird. Die Verteilung 
der Behalter mit den Kompensierlésungen ergibt sich dann von selbst. 
Nochmals sei darauf hingewiesen, daB die untere Kompensierlésung 
erst dann mit der fuchsinschwefligen Saure vermischt werden darf, 
wenn alle anderen Behilter bereits gefiillt an ihrem Platze stehen. 

Die Kolorimetrie erfolgt in tiblicher Weise, indem man schnell 
nacheinander zehn Einstellungen und Ablesungen macht und aus den 
gefundenen Werten das Mittel nim nt. Um aber jede Asymmetrie des 
Kolorimeters oder der Beleuchtung ‘auszuschlieBen, werden nach der 
ersten Ablesungsreihe — ohne das K olorimeter oder den Beleuchtungs- 
spiegel zu verschieben —- die GefaBe der linken Seite mit denen der 
rechten Seite vertauscht. Hierbei miissen erstens die Eintauchstabe 
zwischendurch herausgenommen, mit der Spritzflasche abgespiilt und 
getrocknet werden, zweitens die mit den Einfiilléchern versehenen 
Deckplatten der oberen Kammern nach Lockerung der Ringschrauben 
um 180° gedreht werden, damit die Lécher im Kolorimeter wieder 
temporalwirts stehen. Dies geschieht am besten mit der ausgezogenen 
Spitze eines Glasstabchens mit dem man in die Lécher hineinfaBbt. 
Wenn alles wieder an seinem Platze ist, werden abermals zehn Ab- 
lesungen gemacht und aus diesen das Mittel genommen. Aus den so 
erhaltenen beiden Mittelwerten nimmt man jetzt abermals das J ittel 
und legt dieses der Berechnung zugrunde. Fs ist zu beachten, daB alle 
Operationen von dem Augenblick an, in dem der unteren K ompensier- 
lésung die fuchsinschweflige Siure zugesetzt worden ist, méglichst 
rasch ausgefiihrt werden. Eine Farbstoffbildung darf in dieser Zeit 
nicht eingetreten sein. 

Nach der Ablesung miissen die GefiBe und Eintauchstabe sofort 
gereinigt werden. Nach dem Herausnehmen der GefiBe werden die 
Eintauchstabe abgenommen, mit der Spritzflasche abgespiilt und 
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mit einem Tuche getrocknet. Dann reinigt man die unteren Becher, 
indem man sie unter der Wasserleitung abspiilt und dabei aus ihren 
Fassungen herausschraubt. Die Glasteile werden dann mit einem Tuche 
getrocknet; die aus Metall bestehenden Teile aber zweckmaBig dadurch, 
daB man sie in einen Kasten mit gereinigtem Sigemeh!') hineinwirft 
und in dem Sigemehl herumwilzt. Anhaftende Siigespine entfernt 
man mit einem kleinen Borstenpinsel. Zur Reinigung der oberen 
Kammern schraubt man die oberen Ringschrauben ab und setzt die 
Kammer vorsichtig und ohne den wasserdichten Kontakt der Glas- 
teile zu stéren auf das dem Instrument beigegebene ,,Stiihlchen‘*. Mit 
Hilfe dieser Einrichtung gelingt es leicht, die aus drei Teilen bestehende 
glaserne Kammer aus der Kapsel ohne Verschiittung des I nhalts heraus- 
zunehmen. Den noch geschlossenen Glastrog bringt man unter die 
Wasserleitung und 6ffnet ihn erst dort unter Abspiilen. Die Glasteile 
werden dann mit einem Tuche abgetrocknet. Bei einiger Ubung werden 
beim Herausnehmen des Glastrogs die Metallteile nicht beschmutzt; 
sollte dies dennoch eingetreten sein, so spiilt man sie ab und trocknet 
sie mit Sigespinen. Nach der Reinigung erfolgt das Zusammensetzen 
der GefiBe, wobei genau darauf zu achten ist, daB an den Schiiff- 
flachen keine Fremdkérper haften, da sonst ein wasserdichter VerschluB 
nicht gewahrleistet ist. Die Schliffflachen werden daher vor dem Zu- 
sammensetzen mit einem Pinsel abgestaubt’). 


Die Berechnung. 


In allen Lésungen kommen die Sera in gleicher Konzentration vor. 
Die Verdiinnung der Seren mit den Reagenzien ist an sich willkiirlich und 
fiir die Berechnung gleichgiiltig, da es nur auf das Verhdlinis der Schicht- 
héhen ankommt; sie braucht also nicht beriicksichtigt zu werden, wenn 
man in die Gleichung, welche der Kolorimetrie zugrunde liegt, die Standard- 
plasmalkonzentration einfiihrt, welche man dem Hilfsserum mit Hilfe der 
25-cmm-Pipette erteilt hat. 

Da wir, wie in der Einleitung ausgefiihrt worden ist, das Plasmal vor- 
laufig als a-Plasmalthiosemicarbazon berechnen, d.h. so verfahren, als 
ob das Plasmalogen in dem zu untersuchenden Serum a-Plasmalthiosemi- 
carbazon ware, so gestaltet sich, da Plasmalthiosemicarbazon selbst als 
Standardsubstanz dient, die Berechnung sehr einfach. 

Man ermittelt zunachst, wieviel Plasmalthiosemicarbazon man mit 
Hilfe der 25 cmm fassenden Pipette in die 2 ccm Hilfsserum hineingebracht 
hat, woraus sich der Gehalt des Hilfsserums an Plasmalthiosemicarbazon 


1) Siégemehl wird mit Sodalésung wiederholt ausgekocht, mit Wasser 
gewaschen und an einem warmen Orte getrocknet. Die hier beschriebene 
Trocknungsmethode ist die in der Technik iibliche. 

2) Die Reinigung der GeféBe wird deswegen ausfiihrlich besprochen, 
weil die Reagenzien eine (sogar fliichtige) Saéure enthalten und weil bei 
unsachgemaéBer Ausfiihrung das Kolorimeter Schaden erleiden kann. 
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ergibt, den man in Milligramm pro Liter ausdriickt. Dieser Wert soll mit a 
bezeichnet werden. Nach dem der Kolorimetrie zugrunde liegenden Gesetze 
verhalten sich die Konzentrationen der Standard- und der zu untersuchenden 
Lésung nach Einstellung auf Farbengleichheit umgekehrt wie die Schicht- 
héhen. Die Schichthéhe der Standardfarbstofflésung ist unveranderlich 
10 mm, die der zu untersuchenden Lésung wird ebenfalls in Millimetern aus- 
gedriickt und kann mit dem Nonius auf Zehntel-Millimeter abgelesen werden ; 
sie ist in folgendem mit A bezeichnet. Die unbekannte Konzentration in 
dem zu untersuchenden Serum, in gleicher Weise ausgedriickt wie die 
des Hilfsserums an Standardplasmalthiosemicarbazon (Milligramm pro 
Liter) sei z. Dann ist 
a:x2=h: 10, 
10a 
z= ‘ 
h 


Die Werte fiir a brauchen nur einmal berechnet zu werden; sie gehen 
im iibrigen aus untenstehender Tabelle hervor. 





Konzentration der alkohol. 
Standardlésung an Plasmal- 


thiose:nicarbazon a 10a 
Proz. 
0,15 1,88 18,8 
0,3 3,75 37,5 
0,6 7,5 75 
1,2 15 150 
24 30 300 


Wie des éfteren erwihnt, steht das Molekulargewicht fiir das a-Plasmal 
noch nicht ganz fest. Nach unseren bisherigen Untersuchungen betragt 
es aber etwa 270, und das des Thiosemicarbazons etwa 343. Danach erhielt 
man aus den durch Kolorimetrie ermittelten Werten fiir den Gehalt an 
Plasmalthiosemicarbazon die fiir das freie Plasmal durch Multiplikation 


mit om = 0,787. Diese Zahlen geben wir nur unter Vorbehalt an; sie 
sollen bloB zeigen, in welchem Bereich sie etwa zu erwarten sind. 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der GieBener Hochschul- 
gesellschaft ausgefiihrt. 


Zur stereochemischen Spezifitat der Lipasen 
und Beitrige zur Giftwirkung an den fettspaltenden Fermenten. 


Von 
P. Rona und R. Ammon. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat 
Berlin, Charité.) 


(Eingegangen am 15. Oktober 1926.) 
Mit 33 Abbildungen im Text. 


Ziel der Arbeit. 


Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, Naheres tiber die stereo- 
chemische Spezifitat der Lipasen zu erfahren. Im AnschluB an die 
Dakinschen unc Willstdtterschen Befunde sollteni weitere Lipayen 
in bezug auf ihre optische Auswahl untersucht werden. Ferner sollten 
die untersuchten Lipasen auch auf die antipodischen Ester in ihrer 
Wirkung studiert werden. Es interessierte weiterhin die Frage, ob 
bei zunehmendem Reinheitsgrad des Ferments dieses noch dieselbe 
Auswahl an racemischen oder optisch aktiven Substraten zeigt. Im 
weiteren Verfolg friiherer Vergiftungsversuche sollte dann die Wirkung 
der Hemmungskérper auf die betreffenden Lipasen in ihrer Abhiangig- 
keit von der optischen Aktivitét des Giftes und der optischen Orien- 
tierung des Ferments selbst betrachtet werden. Namentlich, wenn 
man alle drei optischen Modifikationen ein und desselben Giftes, die 
d-, l- und d-l-Form, anzuwenden in der Lage war, konnte man hoffen, 
genauere Einsicht in das optische Verhalten des Ferments zu gewinnen. 


Benutzte Substrate, Fermente und Hemmungskérper. 


a) Substrate. 
Als Substrate wurden 
Tributyrin, 
Monobutyrin, 
dl-, d- und 1-Mandelséiuremethylester, 
dl-Mandelséureathylester und 
dl-Mandelsaureisoamylester 
benutzt. 
Biochemische Zeitschrift Band 181. 
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Tributyrin, Tributtersdéureglycerinester, diente in der Warburgschen 
Apparatur am hiufigsten als Substrat. Wegen seiner Schwerléslichkeit 
in H,O wurde eine 2proz. Emulsion des Esters in Ringerlésung angewandt. 
Die Eigenhydrolyse dieses Esters ohne Ferment ist zwar gering, aber doch 
nicht zu vernachlassigen. 

Im Gegensatz zum Tributyrin ist der Monobutterséureglycerinester, 
Monobutyrin, bei dieser Konzentration bereits léslich, doch wurde es als 
Substrat nur wenig benutzt wegen seiner gréBeren Eigenhydrolyse. 

Diese beiden Kérper sind von Kahlbaum bezogen worden. 

Die folgenden Substrate sind von uns dargestellt worden. 

Die Darstellung von dl-Mandelsaéure-methyl, -athyl- und isoamyl-Ester 
erfolgte in der gewéhnlichen Weise aus der dl-Mandelséure und den ent- 
sprechenden Alkoholen unter dem katalysatorischen EinfluB von HCl'). 
Die Mandelséure (Schmelzp. 118,5°) wurde im Vakuumexsikkator einen 
Tag getrocknet. 

Die Alkohole wurden zur Entfernung der letzten Wasserspuren mehrere 
Stunden mit groben Stiicken gebrannten Kalkes gekocht und dann de- 
stilliert : 

CH,OH, Siedep. 64 bis 65°, 
C,H,OH, Siedep. 78°, 
(CH;),CHCH,CH,OH, Siedep. 131°. 


Dann wurde trockenes HCl-Gas in die Alkohole unter Kiihlung bis zu 
etwa 10 Proz. eingeleitet. 

Zur Bereitung der Ester wurden je 25g Mandelséure mit 80g HC! 
haltigem Methyl-, 110g Athyl- und 200g Isoamylalkohol versetzt und 
4 bis 5 Stunden am RiickfluBkiihler gekocht. Der gréBte Teil des iiber- 
schiissigen Alkohols wurde dann abdestilliert und der Riickstand in die 
dreifache Menge H,O gegossen. Der gebildete Ester schied sich dabei als 
Ol ab, der Methylester erstarrte bald zu Kristallen. Die Fliissigkeit wurde 
mit Na,CO, neutralisiert und mehrmals mit Ather ausgeschiittelt. Nach 
dem Abdampfen des Athers hinterblieben die Ester als gelbliche Ole, wovon 
der Methylester alsbald unter Bildung weiBer Kristalle erstarrte. Letzterer 
wurde aus einem Gemisch von Ligroin und Benzol (wenig) umkristallisiert. 
Ausbeute 19,5 g, 71,5 Proz. der Theorie. WeiSe Kristalle, Schmelzp. 52,5°, 
gem&B den Angaben von Rupe?*). 

Der Athylester wurde bei 253° destilliert, ein gelbliches Ol, das nur 
langsam zu weichen, wieder leicht schmelzenden Kristallen erstarrt. Aus- 
beute 20,3 g, 68,5 Proz. der Theorie. Schmelzp. 34°, gemaéB den Angaben 
von Michael und Jeanprétre*). 

Der Isoamylester wurde im Vakuum destilliert, ein farbloses Ol. 
Siedep. 172 bei 1l mm Hg. Ausbeute 28,5 g, 72 Proz. der Theorie. 


Zur Darstellung der optisch aktiven Methylester muBten erst aus der 
racemischen Mandelséure die optischen Antipoden bereitet werden. 


1) E. Fischer und Speier, Ber. 28, 3252, 1895. 
*) Ebendaselbst 28, 251, 1895, Schmelzp. 52°. 
3) Ebendaselbst 25, 1678, 1892, S. 1684: Schmelzpunkt 34° und Siede- 


punkt 250°. 


Lipasen. 


d-Mandelsaure. 


Die Darstellung von d-Mandelséure aus der Racemverbindung mit 
Hilfe von Cinchinon ist zuerst von Lewkowitsch') und spiter von Rimbach*) 
und A. McKenzie*) beschrieben worden. 

Es wurden gema&® diesen Vorschriften‘) 40g Mandelsiure und 80g 
Cinchonin (kristallisiert) mit 2 Liter H,O versetzt und mehrere Stunden bis 
zur fast vollstandigen Lésung auf dem Wasserbad erhitzt und am nichsten 
Morgen filtriert. Die klare Fliissigkeit wurde mit einigen Kristallen d-mandel- 
sauren Cinchonins geimpft — die fiir die erste Bereitung auf einem Umwege in 
Spuren erhalten wurden, und zwar durch Versetzen eines kleinen Teiles der 
Lésung mit konzentrierter NaCl-Lésung ; der ausgefallene Niederschlag enthalt 
eine Spur von rechtsmandelsaurem Cinchinon (Marckwald) — und in den 
Eisschrank bei 6 bis 8° gestellt. Nach mehreren Tagen war die Kristallisation 
des d-mandelsauren Cinchonins beendet, das auf der Nutsche abgesaugt 
und auf einem Tonteller abgepreBt wurde, 43g. Die Kristalle wurden 
dann noch zweimal aus H,O (1g Salz auf 25cem H,O) umkristallisiert. 
Es wurde so reines d-mandelsaures Cinchonin gewonnen, das gema&B der 
Angabe von McKenzie einen Schmelzpunkt von 79° hat — wovon Lewko- 
witsch nichts berichtet — dann aber wieder fest wird, um gegen 150° unter 
Verfliissigung sich zu zersetzen, in Ubereinstimmung mit der Beschreibung 
von Lewkowitsch. 


Aus dem d-mandelsauren Cinchonin wurde in quantitativer Ausbeute 
die d-Mandelsaure folgendermaBen bereitet. Nach dem Auflésen in heiBem 
H,O auf dem Wasserbad wurde die Fliissigkeit mit NH, bis zur schwach 
alkalischen Reaktion versetzt und dann bis zur Abkiihlung stehengelassen. 
Die Cinchoninbase schied sich dabei in feinen, weifen Nadeln ab, die nach 
langerem Stehen der Fliissigkeit in Eiswasser abgesaugt wurden. Das 

‘iltrat wurde eingeengt, mit etwas NH, und einigen Cinchoninkristallen 

versetzt und lingere Zeit in einer Kaltemischung gelassen zur Entfernung 
der letzten Spuren von Cinchonin. Besonders wichtig ist diese analoge 
Operation fiir die Bereitung der 1-Mandelsiure aus dem |-mandelsauren 
Morphin, da die Morphinbase in H,O etwas leichter ist als das schwer- 
lésliche Cinchonin. Das Filtrat wurde nach dem Versetzen mit H,SO, 
mehrere Stunden mit Ather kontinuierlich extrahiert. Nach dem Ab- 
dampfen des Athers hinterblieb die d-Saéure in weiSen Kristallen, die noch 
einmal aus Benzol umkristallisiert wurden. Schmelp. 131,5°. 

Eine 0,4615proz. Lésung (durch Titration bestimmt) gab im 1,894 dm- 
Rohr ein a von + 1,36°, daraus folgt [a]j) = + 155,59° [Dakin 157°, Lew- 
kowitsch 156°, McKenzie 158,2° und 158,7 (c = 3,5187 bzw. 3,9525)]. 


1-Mandelsaure. 


GréBere Schwierigkeiten bereitete anfinglich die Darstellung von 
l-Mandelséure. Aus dem Filtrat von d-mandelsaurem Cinchonin sollten 
nach Rimbach sich Kristalle von l-mandelsaurem Cinchonin abscheiden. 
Doch konnten wir nach langerem Warten keine Kristalle erhalten. Andere 


1) Ber. 16, 1568, 1883. 

2) Ebendaselbst 32, 2385, 1899. 

3) Journ. of the Chem. Soc. 75, 2, 964, 1899. 

‘) S. auch Gattermann, Praxis d. org. Chemikers 1922, 58. 288 bis 289. 
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Alkaloide fiihrten auch nicht in befriedigender Ausbeute und Reinheit zu 
der 1-Saure (Chinin und Chinidin nach einer Angabe von McKenzie). Es 
wurde dann unternommen, aus dem Glucosid Amygdalin die 1-Mandelséure 
zu bereiten!). Die nur in schlechter Ausbeute gewonnene Saéure war trotz 
mehrmaliger Umkristallisation aus Benzol leicht braéunlich gefairbt, wohl 
Spuren von 1-Mandelséurenitril. Eine 0,4562proz. Lésung in H,O gab 
a = — 1,313°, daraus folgt bei d = 1,894 dm [a]}} = — 151,96°. Schmelz- 
punkt 131,5°. 


In guter Ausbeute lieB sich leicht gema&B einer kurzen Angabe 
McKenzies*) die 1-Mandelsiure mit Hilfe des Morphins bereiten. Die 
Léslichkeitsunterschiede sind in absolutem Alkohol zwischen dem 1- und 
d-mandelsauren Morphin sehr groB, so daB sich eine gute Darstellungs- 
méglichkeit ergab. 

30 g Mandelsiure wurden in etwa 400 cem H,O gelést und allmahlich 
mit der Morphinbase unter Umriihren versetzt, die sich unter zunehmender 
Dunkelfirbung der Fliissigkeit aufléste, bis nach Zusatz von etwa 62 ¢ 
Morphin die Lésung neutral reagierte. Die tief braun gefirbte Fliissigkeit 
wurde filtriert und auf dem Wasserbad auf etwa 100 ccm eingedampft zu 
einer dunklen, sirupésen Masse. Diese wurde unter Umriihren in | Liter 
absoluten Alkohols eingetragen und bis zum nachsten Tage sich selbst iiber- 
lassen. Eine reichliche Menge von braunlich weiBen Kristallen, 29 g, hatte 
sich abgeschieden, die schon aus ziemlich reinem l-mandelsauren Morphin 
bestand. Nach zweimaliger Umkristallisation aus einer reichlichen Menge 
Alkohols wurden fast weiBe, in H,O leicht lésliche Kristalle gewonnen, 
die somit reines ]-mandelsaures Morphin darstellten. Aus diesen wurde 
in der beschriebenen Methode mit NH, die 1-Saéure dargestellt, die dann 
noch einmal aus Benzol umkristallisiert wurde. 


\ WeiBe Kristallbhittchen, Schmelzp. 131,5°, [a]j) = — 153,6° (0,7831 proz. 
Lésung in H,O, a = — 2,26, d = 1,894). 

[Marckwald*) [a]j} = — 153,3°, Walden‘) — 153,06°, McKenzie 
— 156,3°, Lewkowitsch — 156,4°, Willstdtter — 157°). 


Die optisch aktiven Ester. 


Aus den so bereiteten optisch aktiven Mandelséuren wurde in der schon 
beschriebenen Art und Weise l- und d-Mandelsiuremethylester dargestellt. 
P. Walden beschreibt die Bereitung des 1-Esters*). Es mu8te natiirlich nur 
mit wesentlich kleineren Mengen gearbeitet werden: 2,5 g l- bzw. d-Saéure 
+ 10g HCl-haltiger Methylalkohol wurden 4 Stunden in einem 50-ccm- 
Kélbchen erhitzt. Aus dem noch warmen Reaktonsgemisch wurde im Vakuum 
der gréBte Teil des Methylalkohols entfernt. Nach zweimaliger Umkristalli- 
sation wurden leichte, weiBe, ineinandergewachsene Kristallmassen er- 
halten, die somit l- bzw. d-Mandelséiuremethylester darstellten. Der 
Schmelzpunkt ist in Ubereinstimmung mit Walden zu 55,5° (Walden gab 
55° an fiir die 1-Form) fiir beide Ester bestimmt worden, dl-Ester 52,5°. 


1) F. Wéhler, Ann. 66, 238, 1848; Lewkowitsch, Ber. 16, 1565, 1883. 
2) le, S. 968. 

3) ‘Le., Ber. 82, 2135. 

*) Le., S. 706. 

5) Zeitschr. f. physik. Chem. 17, 705, 1895. 
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Das spezifische Drehungsvermégen wurde fiir beide Ester sowohl in H,O 
als auch in C8, ermittelt. 
1-Ester: [a]}? = — 253,10° (c = 0,2508 in CS,, 2dm; a = — 1,27°), 
[a]}} = — 131,45° (c = 0,4679 in H,O, 1,894dm; a 1,23"), 
d-Ester: [a]}? = + 252,19° (c = 0,2508 in CS,, 2dm; a = + 1,265°), 
{a}?! = + 133,55° (c = 0,4679 in H,O, 1,894dm; a = + 1,25°). 


Uber diese spezifischen Drehungsvermégen liegen noch folgende An- 
gaben vor: 

Walden') fiir 1-Ester in CS, [a]p = — 214,1° (c = 3,33), — 217,0° 
(ec = 1,67), in Aceton [a]p) = 110,2° (c = 3,33). 

Fischer*) fiir d-Ester in 5proz. Aceton [a]}; = + 130°, Schmelzp. 55 
bis 58°. 

Guye und Aston*) fiir |-Ester [a]}} = — 145,4° ohne Bezeichnung des 
Lésungsmittels. 


b) Fermente. 


Folgende ,,Lipasen*‘ wurden in den Kreis der Untersuchungen gezogen: 


Schweineleberlipase, 
Schweinepankreaslipase, 
Rinderleberlipase, 
Menschenleberlipase, 
Menschenpankreaslipase, 
Meerschweinchenserumlipase, 
Takalipase. ‘ 

Die Meerschweinchenserumlipase — auch kurz Serumlipase genannt - 
stand im Serum des Blutes der Tiere zur Verfiigung, das durch Herzpunktion 
gewonnen wurde. Es wurde fiir die Versuche meistens in einer Ver- 
diinnung von 1: 100, seltener 1:50, in Ringerlésung‘) benutzt und 
sonst im Eisschrank aufbewahrt fiir héchstens 4 Tage. Die Verdiinnungen, 
auch die der anderen Fermente, wurden fiir jeden Tag frisch bereitet. 
Die gereinigtere Serumlipase wurde aus dem Serum folgendermaBen dar- 
gestellt®). Der Zusatz von 6 ccm gesittigter (NH,),SO,-Lésung zu 4 ccm 
Serum ergab einen flockigen Niederschlag, der fast alles Ferment enthielt 
und nach dem Zentrifugieren und AbgieBen der iiberstehenden Fliissigkeit 
in 37proz. Glycerin aufgelést wurde. 


1) 1. ¢., 8S. 707 bis 708. Der Unterschied zwischen der Angabe Waldens 
und unserem [a]p ist ziemlich groB: 252 und 214°. Es kann dies zunichst 
an der Konzentration liegen. Zwischen Willstdtters und Waldens Angaben 
von {a]p der Athylmandelate ist auch ein Unterschied: [a]}} = + 189 
(c = 2,446), [a]}} = — 190(c = 2,83) zu Walden: [a)p = — 180° (c = 2,5), 
wobei hier allerdings die Konzentrationen gleich sind. Was den Wert 
von Fischer anbelangt, so hat die Lésung in 5proz. Aceton nahezu den 
Wert von unserem [a], fiir H,O. 

*) l.c., Zeitschr. f. physiol. Chem. 107, 198, 1919. 

8) C. r. de Acad. des Se. 124, 194, 1897. 

*) Die Zusammensetzung der Ringerlésung s. 8. 60. 

5) Rona und Petow, |. c., 8. 145. 
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Die Takalipase ist in Gestalt der Takadiastase, einem aus dem Asper- 
gillus oryzae bereiteten Pulver, das die verschiedensten Fermente enthilt, 
benutzt worden'). Fiir die Versuche in der Warburg-Apparatur wurden 
Aufschwemmungen des gelblichen Pulvers in Ringer benutzt, die in 0,5 cem 
10 bis 15 mg enthielten. Es wurde auch der Versuch unternommen, aus 
Kulturen des Aspergillus oryzae, auf Bierwiirzagar geziichtet, ein Ferment- 
préparat zu gewinnen. Doch waren diese nur sehr schwach wirksam. 


Die Menschenpankreas- und -leberlipase wurde aus den entsprechenden 
Organen. gleich nach der erfolgten Sektion hergestellt. Die fettfreie Leber 
wurde durch die Fleischmaschine getrieben und die breiige Masse mit 
Kieselgur und Sand gemischt und ausgepreBt. Das erste Praparat aus 
34 Jahre alter miannlicher Leiche, konnte nur einmal fiir einen asym- 
metrischen Verseifungsversuch benutzt werden. Das zweite Leberpraparat, 
es stammte, wie auch die Pankreasdriise, aus einer 39 Jahre alten mann- 
lichen Leiche, erwies sich als véllig lipasefrei. Die durchgedrehte Pankreas- 
driise wurde mit 87proz. Glycerin versetzt und filtriert. Die gelbliche 
Fliissigkeit wurde im Eisschrank aufbewahrt. 


Von der Schweineleber wurde zundchst auch, wie Dakin es tat, ein 
PreBsaft in der beschriebenen Weise bereitet, aus dem fiir die asymme- 
trischen Verseifungsversuche der PreBsaft 20- bis 100fach verdiinnt und 
fiir die Warburgsche Apparatur Verdiinnungen | : 50 oder 1: 100 angesetzt 
wurden. Die PreBsifte wurden unter Toluol im Eisschrank aufbewahrt. 
Reinere Fermentpraparate wurden nach Willstdtters Angaben bereitet*). 


Die Rinderleberlipase wurde nur in dem Ammoniakauszug unter- 
sucht. Die Schweineleber- und Pankreaslipase wurde zuniachst im 
Glycerinauszug benutzt. Dann wurden sie nach Wilistdtter weiter gereinigt. 


ben c) Die Hemmungskorper. 
Als Gifte wurden folgende benutzt: 
1. Chinin als Chlorid*), 11. Coffein als Base, 
2. Chinidin als Chlorid, 12. Pilocarpin als Chlorid, 
3. Cinchonin als Chlorid, 13. Morphin als Base, 
4. Cinchonidin als Chlorid, 14. Nicotin als Chlorid, 
5. Ecgonin, 15. Physostigmin als Salicylat, * 
6. Cocain als Chlorid, 16. Ergotamin als Tartrat, 
7. d-w-Cocain als Base, 17. l-, d-, dl-Adrenalin, 
8. Hyoscyamin als Base, 18. Atoxyl, 
9. Atropin als Sulfat, 19. Trypaflavin. 


_ 
So 


. Homatropin als Base, + 


1) Herr Prof. C. Neuberg stellte uns liebenswiirdigerweise ein englisches 
Préparat (Parke und Davis, London) zur Verfiigung. 

*) S. Willstdtters Arbeiten, |. c. Zeitschr. f. physiol. Chemie 125, 161 
und Willstdtter und Kraut, Ber. 56, 149, 1923. 

3) Den vereinigten Chininfabriken vorm. Zimmer, Frankfurt a. M.., 
danken wir auch an dieser Stelle fiir Uberlassung von Chinin und Chinidin. 
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Diese verschiedenen Stoffe wurden, soweit sie in Wasser léslich sind, 

in wasseriger Lésung benutzt, die aber immer erst mit Lackmus gepriift 
und eventuell neutralisiert wurde. 


Die als Base vorliegenden Kérper wurden unter schwacher Er- 
warmung in verdiinnter HCl oder H,SO, gelést und dann vorsichtig 
neutralisiert. 

Die Giftkonzentrationen betrugen 0,15 mg bis 30 mg pro 1 ccm‘). 

Was die eigentliche Vergiftungstechnik anbetrifft, so wurden das 
Ferment (0,5cem) mit der Giftlésung (lcem) in dem Warburgtrog 
mindestens % Stunde bei dem betreffenden py (s. 8. 62) zusammen- 
gelassen, und dann wurde nach Ablauf dieser Zeit der Ester (0,5 ccm) 
hinzugefiigt. Das unvergiftete Ferment stand mit 1 cem Wasser dieselbe 
Zeit zusammen. 


Die Methodik. 


Zur Untersuchung der Fragen, der Verfolgung der fermentativen 
Esterspaltung, dienten zwei Methoden. 


1. Die elektrotitrimetrische Methode nach Rona und Ammon ver- 
bunden mit der chemischen Aufarbeitung der Reaktionsfliissigkeit und 


2. Die gasanalytische Methode nach Rona und Lasnitzki. 


la. Die elektrotitrimetrische Methode. 


Bei der Untersuchung der asymmetrischen Verseifung des dl-Mandel- 


sduremethylesters, bei der also auch die vomn Ferment gebildeten Produkte 
isoliert werden miissen, muBte eine Methode ausgearbeitet werden, die es 
gestattete, den zunehmenden Grad der Esterspaltung zu kontrollieren, 
um sie dann in irgend einem Stadium unterbrechen zu kénnen. 


Dakin hat einfach die Fermentlésung mit dem Ester versetzt — ohne 
Pufferzusatz — und nach langerem Stehen die Lésung mit Alkali neutra- 
lisiert und dann verarbeitet. 


Willstatter verfuhr ahnlich, nur mit dem Unterschiede, da®8 er einen 
starken Natriumbicarbonat-Kohlenséurepuffer anwandte. 


Knafjl-Lenz*) stellt die Saéurebildung bei der Esterverseifung durch 
Lipase durch die Farbanderung eines der Versuchslésung zugesetzten 
Indikators fest und bringt die Lésung durch Laugenzusatz immer wicder 
auf den alten Farbton zuriick. 


In Anlehnung an diese Arbeit von Knajfl-Lenz wird hier die Wasser- 
stoffionenkonzentration dauernd kontrolliert, und stets durch Zugabe von 
Alkali auf die Ausgangswasserstoffionenkonzentration (die der neutralen 
Reaktion) zuriickgebracht. 


1) Herrn Oberapotheker Dr. R. Steinbriick méchten wir auch an dieser 
Stelle unseren wirmsten Dank aussprechen fiir die Besorgung einzelner 
Praparate oder deren Uberlassung aus den Besténden der Charité- 
apotheke. 

*) Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 97, 242, 1923. 
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Es wurde eine Reihe von Vorversuchen angestellt. Zunachst eine 
elektrotitrimetrische Bestimmung einer Mandelséurelésung von bekannter 
Konzentration, 4,8 ccm n/10 Mandelséure (s. Abb. 1)!). Es wurden dann 
Mandelsaurebestimmungen in dieser Art ausgefiihrt nur bei Gegenwart von 
wirksamer oder abgetéteter Lipase, bei Gegenwart von Mandelséuremethyl- 
ester und von sekundirem Ammoniumphosphat. (S. Abb. 2; Ermittlung 
von 5 cem n/10 Mandelsaure in einem vorher elektrometrisch neutralisierten 
Gemisch von licem ‘Y%proz. (NH,),HPO,, 2cem Glycerinauszug von 
Pankreaspulver, '% g Mandelséuremethylester, in 1 com Toluol gelést.) 








Fiir die Untersuchungen muBte 

4 es zweckmaBig erscheinen, 1. bei 
} } 4 einer Temperatur von 37° zu ar- 
beiten, einer fiir die Ferment- 

v wirkung giinstigeren Temperatur, 
9 und 2. fiir eine gute, selbsttatige 


Durchmischung der Fliissigkeit zu 
sorgen. 

Es ist so schlieBlich die fol- 
gende Apparatur entstanden (siehe 
Abb. 3)?). 


Die Versuche werden in einem 
geraumigen Wasserbad, das durch 
einen Thermostaten eine konstante 
Temperatur von 37° hat, ausge- 
fiihrt. Auf einer Briicke, die in das 
Bad etwa 10cm tief eingesetzt ist, steRt eine innen und auBen 
paraffinierte, mit gesattigter Kaliumchloridlésung gefiillte, 11cm hohe 
Glaswanne, in die ‘das AbfluBrohr der geséttigten Kalomelelektrode 
(Anode) taucht, so daB die Elektrode selbst noch zu etwa ein Drittel 
im Wasserbad ist. Auf der Briicke steht ferner ein dickwandiges, 
etwa 120 ccm fassendes und 12 cm hohes Standglas, das mit der Versuchs- 
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Abb. 2. 
a Neutralisation mit n/10CH,;COOH. 6b Zugabe von 5 ccm n/10,Mandelsaure. 


lésung gefiillt ist. In diese Fliissigkeit taucht 4% cm tief eine Glocken- 
elektrode (Kathode) ein. Durch einen Agarheber von dem Standglas in 
die KCl-Wanne sind beide Elektroden miteinander verbunden. Die Ab- 


1) S.auch Michaelis, Praktikum der physik. Chem. 1922, S. 168ff.; 
E. Miiller, Elektrometrische MaBanalyse 1923, S. 146ff. 
2) S.auch P. Rona, Fermentmethoden 1926, S. 103 bis 105. 
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leitungsdrahte der Elektroden gehen an die Gaskettenapparatur zur Be- 
stimmung der Wasserstoffionenkonzentration nach L. Michaelis und in 
spiteren Versuchen, da es einfacher zu bedienen ist, an das Potentiometer 
nach E. Mislowitzer'). 

Um eine gute Durchmischung der Untersuchungsfliissigkeit zu gewahr- 
leisten, ist noch ein Riihrer aus Glas angebracht, der durch eine besondere 
Konstruktion mit dem Riihrwerk des Wasserbads in Verbindung gesetzt 
ist. Durch die Glockenelektrode geht wahrend des Versuchs bestiéndig 
Wasserstoffgas, das aus einem Kippschen Apparat gewonnen wird. 


Abb. 3. 


Da die fermenthaltigen Fliissigkeiten (z. B. PreBsaft) oft stark getriibt 
sind, so ist noch hinter dem Wasserbad eine kleine 2-Volt-Birne angebracht, 
die zum Leuchten gebracht wird, wenn es gilt, den Platindraht der Elektrode 
zu beobachten (wie tief und ob er bei einer Messung eintaucht). 

Spater ist noch ein Standgefé8 mit einem zweiten Riihrer, einer zweiten 
Glockenelektrode, einem anderen Agarheber in dasselbe KCl-Bad und 
einem Umschalter hinzugekommen, so da8 zwei Versuche, der Haupt- 
und Kontrollversuch, gleichzeitig mebeneinander ausgefiihrt werden 
konnten. 


Die Anfangswasserstoffionenkonzentration ist die der Neutralitat (bei 
37°, px = 6,76), auf die die Fermentlésung vor Zusatz des Esters gebracht 
wird und die auch im ganzen Versuch anndhernd konstant bleiben mu8 


1) EB. Mislowitzer, diese Zeitschr. 159, 68, 1925. 
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(s. Abb. 4). Es ist durchaus nicht nétig, bei dem py = 6,76 (37°) zu arbeiten. 
Es sind auch Versuche bei pg = 7,07 (37°) ausgefiihrt worden. 


Die Versuche wurden immer in 100 ccm Gesamtfliissigkeit angesetzt, 
z. B. 4ccm Fermentlésung + 96cem Wasser oder physiologisches NaCl, 
die in das Standglas eingefiillt werden. Der Glasriihrer wird eingesetzt 
und mit dem Riihrwerk verbunden. Nach % Stunde wird die Glocken- 
elektrode angebracht und 10 Minuten Wasserstoffgas durchgeleitet. Jetzt 
hat der Inhalt des Standglases die Wasserbadtemperatur angenommen, 
und die platinierte Platinelektrode hat sich mit Wasserstoff beladen. Durch 
den Agarheber wird der Stromkreis geschlossen, der Wasserstoffstrom wird 
unterbrochen, so daB die Spitze des Platindrahts gerade noch eintaucht, 
und der Riihrer auf Leerlauf gestellt. Es werden z. B. 595 Millivolt, folglich 
Pu = 5,85 gemessen. Durch tropfenweise Zugabe von n/10 NaOH unter 
Wasserstoffdurchleiten und Riihren wird die schwachsaure Lésung all- 
mahlich neutraler, bis schlieBlich bei einem Potentialunterschied von 
651 Millivolt der Neutralitéts-pq 6,76 erreicht ist. Zu der so neutralen 
Lésung wird der racemische Mandelséuremethylester, in lecm Toluol 
gelést, gefiigt unter Notierung des Zeitpunkts. Nachdem durch starkeres 
Riihren und Durchleiten von Wasserstoffgas das Toluol entfernt ist (10 bis 
20 Minuten), wird also der py des Inhalts des Standglases durch dauernde 
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Messungen kontrolliert, und wenn nétig, durch Zusatz von n/10 NaOH 
auf etwa 6,76 gehalten. In Abb. 4 ist auf der Abszisse die Zeit ab- 
getragen, mit der zu der bestimmten Zeit verbrauchten NaOH-Menge. 
Auf der Ordinate sind die py-Werte um 6,76 herum aufgetragen. 


Die Menge zugegebener NaOH gibt ein Urteil iiber die Menge ent- 
standener Mandelsaure (elektrometrische Mandelsaure). In einem Kontroll- 
versuch mu8 dann noch die Eigenverseifung des Esters ermittelt werden, 
in dem man sonst genau so arbeitet, aber nur eine gekochte Fermentlésung 
benutzt. 


1b. Die chemische Aufarbeitung der Lésung. 


Die Isolierung der Mandelséure erfolgte im wesentlichen gemaB den 
Angaben Dakins. Nach Herstellung der Neutralitat wurde die Lésung in 
ein Becherglas iibergespiilt und sofort aufgekocht zwecks Abtétung des 
Ferments. Die mit EiweiBflocken durchsetzte Fliissigkeit wurde in einen 
gréBeren Scheidetrichter filtriert, zweimal mit Ather durchgeschiittelt 
und auf dem Wasserbad auf etwa 10 ccm eingeengt. Nun wurde sie in das 
ExtraktionsgefiB eines Extraktionsapparats fiir Fliissigkeiten (nach Kempf), 
der fiir diese geringe Fliissigkeitsmenge entsprechend umgearbeitet worden 
war und sich sehr bewahrt hat, 6 Stunden kontinuierlich mit Ather extrahiert. 
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Die esterhaltigen Athermengen wurden vereinigt, und der Ather wurde 
abdestilliert. 


Nachdem die Fliissigkeit so von den letzten Spuren unverseiften 
Esters befreit worden ist, wird sie in eine Porzellanschale iibergespiilt und 
wieder auf dem Wasserbad auf wenige Kubikzentimeter eingeengt, in das 
Extraktionsgefa6 filtriert, mit etwa 4ccm verdiinnter H,SO, versetzt, 
zur Freisetzung der Mandelsiure, und wieder der Atherextraktion fiir 
6 Stunden unterworfen. Aus dem mandelsdurehaltigen Ather, der noch 
mit wenigen Kubikzentimetern Wasser gewaschen wurde zur Entfernung 
von etwa mitgerissener H,SO,, wurde der Ather abdestilliert. 


Die Riickstande, der Esterriickstand und die isolierte Mandelsiaure, 
wurden je in kleine 20-ccm-Erlenmeyerkélbchen mit Ather iibergespiilt 
und auf einem elektrischen Heizbad vom iiberschiissigen Ather vorsichtig 
befreit. Nach eintaégigem Stehen im Vakuumexsikkator hinterblieben der 
unverseifte Ester (zuriickgewonnener Ester) als schwer kristallisierendes 
Ol und die Mandelsiure in weiBen Kristallen. 


Zur polarimetrischen Untersuchung wurden diese nach dem Wagen 
(gravimetrische Mandelséure) in wenig Wasser gelést und in ein Polarisations- 
rohr (13cem Inhalt, 1 = 1,894dm) quantitativ einfiltriert. Doch erwies 
sich diese Lésung oft als ungeeignet fiir die polarimetrische Messung, da 
sie zu triibe war. Sehr gut hat sich dann ein Eindampfen der wisserigen 
Lésung auf dem Wasserbad bis zur Bildung der ersten Kristalle bewahrt. 
Nach dem Wiederauflésen und Filtrieren war die Lésung vollkommen klar. 
Die Polarisationen wurden bei 20° und mit D-Licht ausgefiihrt. Zur Be- 
stimmung der Menge optisch aktiver Mandelséiure (aktive Mandelsdure) 
diente als spezifisches Drehungsvermégen fiir die beiden Modifiketionen 
der Mandelsaure [a}j) = + 156,5°, der Mittelwert von + 156° (Lewkowitsch) 
und + 157° (Dakin) Nach der Polarisation wurde der Gesamtgehalt' an 
Mandelsaure durch Titration mit n/10 NaOH in der Siedehitze mit Phenol- 
phthalein als Indikator ermittelt (titrimetrische Mandelsaure). 


2. Die gasanalytische Methode. 


Fiir die exakten kinetischen Untersuchungen, bei denen eine Auf- 
arbeitung der Reaktionsfliissigkeit nicht in Frage kam, war die zweite 
Methode') der ersten bedeutend iiberlegen: 1. wegen der gréBeren Ge- 
nauigkeit und Empfindlichkeit und 2. wegen der Méglichkeit, Reihen- 
versuche ansetzen zu kénnen. 


Der Nachweis der bei der Verseifung des Esters durch das Ferment 
gebildeten Séure erfolgt auf gasanalytischem Wege, und zwar durch 
manometrische Bestimmung der CO,-Menge, die aus der angewandten 
bicarbonathaltigen Ringerlésung von der entstandenen Fettsdure in Freiheit 
gesetzt wird. Diese Methode ist eine Anlehnung an die von Warburg 
zuerst fiir die Assimilation der Pflanzen- und fiir den Stoffwechsel der 
Carcinomzelle begriindete Methodik®). 


1) Rona und A. Lasnitzki, diese Zeitschr. 152, 504, 1924; 168, 197, 
1925; 178, 207, 1926; Rona, Fermentmethoden 1926, 8. 106. 

2) O. Warburg, diese Zeitschr. 100, 230, 1919; 142, 317, 1923; 152, 
51, 1924. 
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Was die Fiillung der Trége anlangt!), so enthielten sie immer ins- 
gesamt 2 ccm Fliissigkeit, und zwar setzten sich diese 2 ccm aus 


0,5 cem Fermentlésung (F') bzw. Ringer (,,), 


1 » H,O bzw. Giftlésung und 

0,5 ,, Esterlésung bzw. -emulsion (2) 
oder auch 

0,5 cem Ferment und 

15 ,, Ester 
zusammen. 


Die Ferment- und Esterlésungen bzw. Emulsionen wurden mit Ringer- 
lésung von folgender Zusammensetzung (R;,):100ccm 0,9proz. NaCl 
+ 2ccem 1,2proz. KCl + 2cem 1,76proz. CaCl, (kristallisiert) + 30 ccm 
1,26proz. NaHCO, hergestellt. Diese wurden dann nach jedesmaliger 
frischer Bereitung (2 bis 3 Tage) mit dem Gasgemisch gesattigt. 

Zur Kontrolle wurde noch die Eigenhydrolyse des Esters ohne Ferment- 
zugabe mit und ohne Giftzusatz beobachtet. Es wurden nur immer sehr 
kleine positive Ausschlige gemessen. Ein Schema fiir einen Vergiftungs- 
versuch sieht folgendermaBen aus: 











App.7 | 2 3 4 maa 0 | 9 
0,5 F. 05 Ry | 05F. 0,5 Ry 05F. | 05Ry. 2ccm HO 
10H,O 10H,0| 10Gift,| 1,0 Gift, 1,0Gift, 1,0 Gift, (Therm.) 
05 E. 0O5E. | O5E. 05E. O5F. | 05E. 


oder auch fiir einen anderen: 


0,5 F. 0,5 Rs | 2cemH,O 
15 E. 1,5 E. 


Die geringen positiven Ausschlige 
die das Ferment selbst nur in Ringer- 
lésung ergab, konnten wir ganz vernach- 
lassigen. Vor Benutzung eines neuen Fer- 
ments haben wir diesen Kontrollversuch 
immer angestellt. 

Die Zahlen fiir die Fermentkonzen- 
trationen, Gift- und Substratmenge, be- 
ziehen sich immer auf die eingefiillte Fliissig- 
5 OSHSBE DE Wt eS. 

MMineten Abb. 6, verbunden mit Tab. I, ist ein Bei- 
Abb. 6. spiel fiir einen einfachen Spaltungsversuch : 





PSS § SB SHE 











1) Die spezielle Beschreibung s. Warburg, |. c.; 
Rona, Fermentmethoden 1926, S. 107 bis 111; 
Rona und Nicolai, l.c. Der Trog, der fiir unsere 
Untersuchungen diente, war ein etwa 5 ccm 
fassendes, mit einem FuBe und zwei Griffen (G) 
versehenes GefiS (Abb. 5), das mittels eines 
Schliffes an dem Hahn des Manometers befestigt 
werden kann. 
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Tabelle I. 





Vil i 
K = 0475. M = 80 K = 0609. M = 55 


2cem H,O 0.5 F. Serum 13 1: 100 
Thermobarometer 1,0 H,O 


0,5 E. 2proz. Tributyrin 
mm Brodie. 
8,05 6,55 1,40 
8,05 7,90 135 135 1,50 
8,15 (—) 0,10 960 305 295 1,80 
7,80 (—) 0,25 12,35 5,80 60,5 2,00 
8,20 (—) 0,15 15,15 8,60 845 2,30 
8,20 (—) 0,15 18,20 11,65 1150 265 
emm CQg, 
82 —06 7,6 06 
17,9 —1,7 16,2 17 i 10 
36.8 —48 32,0 48 20 
515 —42 473 42 30 
700 —62 63,8 6,2 40 


Es muBten noch die Apparate untereinander stimmen. Zu diesem 
Zwecke wurden die Trége alle mit derselben Ferment- und Estermenge 
versetzt (0,5 com Meerschweinchenserum 1: 100 und 1,5 cem 2proz. 
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Tributyrinemulsion). Die berechneten CO,-Mengen miissen fiir die Zeit- 
einheit dieselben sein (s. Abb. 7, Versuch mit sechs Apparaten, deren 
GefaBkonstanten Werte von 0,444 bis 0,780 haben). 
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Die Wasserstoffionenkonzentration und Kinetik. 


Die Wasserstoffionenkonzentration der Untersuchungsfliissigkeit 
ist bei der elektrotitrimetrischen Methode die der neutralen Reak- 
tion, also h = 1,77.10~*, pa = 6,76 bei 37°, die ohne eigentliche 
Zugabe eines Puffers konstant gehalten wird. Anfinglich wurden 
die Versuche bei einem py von 7,07 angestellt, da die optimale Wirkung 
der Pankreaslipase mehr auf der alkalischen Seite liegt. Im 
alkalischen Medium ist aber auch die Eigenverseifung des Esters eine 
gréBere und daher wurde spiter durchweg bei dem Neutralitits-py 
gearbeitet. 


Bei der gasanalytischen Methode ist das py festgelegt durch die 
Konzentration des Bicarbonats der Ringerlésung und der freien Kohlen- 
siure, vorausgesetzt, daf sich dies Verhaltnis im Versuch nicht sehr 
andert, was sich auch einrichten laBt. Gelegentliche py-Bestimmungen 
des Inhalts der Trége vor und nach dem Versuch und der angewandten 
Ringerlésung in der Doppelchinhydronelektrode nach Mislowitzer in 
Verbindung mit dem Potentiometer ergaben im Durchschnitt den 
Wert Pa = 7,63. 

Al Hasselbaich') hat fiir eine etwas weniger starke bicarbonat- 
haltige Ringerlésung — R,», 0,015molar — unter sonst gleichen Be- 
dingungen ein py von 7,46 berechnet*). Eine durch die etwas 
gréBere Alkalitat bedingte kleine CO,-Retention, ltinzu kime noch 
eine ganz minimale Fermentlésungsretention, haben wir ganz vernach- 
lassigen kénnen. 

Fiir den Verlauf der fermentativen Esterspaltung ist bei 
allen untersuchten Lipasen und den angefiihrten Substraten 
unter den von uns gewihlten Bedingungen die Reaktion nullter 
Ordnung, der lineare Spaltungsverlauf, festgestellt worden. Diese 
Befunde stehen zunichst in einem gewissen Widerspruch zu 
den Angaben von Rona und Mitarbeitern*), die bei den Unter- 
suchungen mittels der stalagmometrischen Methode nach Rona 
und Michaelis den monomolekularen Reaktionsverlauf behaupten. 
Bei dieser Methode sind die Substratkonzentrationen wesentlich 
geringer wegen der Schwerléslichkeit des Tributyrins. Der in 
jedem Augenblick verschwindende Bruchteil der Substratmenge 
ist dann nur noch ein ganz bestimmter Teil der unangegriffenen 
Substratmenge. Dasselbe ist der Fall, wenn Hydrolysen bis zu 
90 Proz. angestellt wurden; dann bogen die Geraden um. Hier 


1) Diese Zeitschr. 78, 121, 1917. 
2) S. auch Warburg, 1. c. 


3) Le. 
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ist dann also die Estermenge auch nicht mehr unendlich groB gegen- 
iiber der Fermentmenge. Hinzu kommt noch die hemmende Wirkung 
der Spaltprodukte. 

In Ubereinstimmung mit Rona und Lasnitzki!) und Knaffl-Lenz') 
ist der lineare Verlauf festgestellt [s. Abb. 8 und 9%)]. 

Ebenfalls in Ubereinstimmung 
mit Rona und Lasnitzki') wurde 
gefunden, daB bei hédherer Fer- 
mentkonzentration die Geraden um- 
biegen. 
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Abb. 9. 


Der lineare Verlauf erlaubte die Anwendung des offenen Troges, 
so daB der erste Teil der Spaltung fortfiel und wir aus der Linie 
gewissermaBen ein Stiick herausgriffen. 

Die lineare Spaltung gibt in einfacher Weise eine Formel fiir die 
Berechnung der Hemmung: 

 -_ Ky—K 100, 
Ky 
wo Ky die Geschwindigkeitskonstanten fiir das unvergiftete, x/t, und 
K, x/t, die fiir das vergiftete Ferment bedeuten. 


1) le. 
*) Die Versuche nach Abb. 8 sind in der gasanalytischen und die 


nach Abb. 9 in der elektrotitrimetrischen Apparatur ausgefiihrt. 
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Die stereochemische Spezifitit. 


Meerschweinchenserumlipase'). 


Die Meerschweinchenserumlipase bevorzugt in dem racemischen 
Mandelsiuremethylester den |-Anteil, sie ist also linksorientiert*) (siehe 


Tabelle If und Abb. 10 und 13). 
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In Abb. 10, 11 und 12 sind auf der Abszisse die Werte fiir die prozen- 
tuale fermentative V erseifung des Esters und auf der Ordinate die zu jeder 
Verseifung gefundenen Prozentzahlen an optisch aktiver Saure auf- 
getragen. Es muB bei zunehmender Verseifung des Esters der Uberschu8 
an optisch aktiver Siure in der vom Ferment in Freiheit gesetzten 
Saure abnehmen, um bei einer Verseifung von 100 Proz. ganz fort- 
zufallen. 


1) Vgl. S. 53. 

2) Unter dem Worte ,,orientiert‘’ verstehen wir die Bevorzugung 
der einen Komponente in der Racemverbindung des Esters; ein Ferment 
ist linksorientiert, wenn die von dem Ferment aus dem racemischen 
Ester in Freiheit gesetzte Saéure einen mehr oder weniger groBen Gehalt 
an 1-Saéure aufweist, rechtsorientiert, wenn die isolierte Mandelsaéure eine 
Beimengung von der d-Form enthalt. 
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Eine andere Darstellung dieser so charakteristischen Eigenschaft 
der Lipasen folgt aus den Abb. 13 bis 15. Hier sind auf der Abszisse 
der Totalumsatz und auf der Ordinate der zugehérige Partialumsatz 
fiir die d- und |-Formen aufgetragen; z. B. bei einer Verseifung von 
40 Proz. sind 8 Proz. aktive Siure (Uberschu8) gefunden, mithin an 
racemischer Siure 40 — 8 = 32 Proz., davon sind aber wieder 
32: 2 = 16 Proz. d- und |-Saure, im ganzen sind also bei 40 Proz. 
Totalverseifung 16 Proz. d- und 24 Proz. |-Saure erhalten worden. 
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Der unverseift zuriickgebliebene Ester muB auch optisch aktiv 
sein infolge seines Gehalts an dem weniger schnell von dem Ferment 
angegriffenen aktiven Bestandteil des racemischen Esters. 

Zur Feststellung der optischen Aktivitat des Esterriickstardes 


wurde der von Versuch | (0,0725 g) in eine Porzellanschale iibergespiilt 
und mit verdiinnter NaOH unter Wasserzugabe lingere Zeit auf dem 
Wasserbad erwirmt. Die Fliissigkeit wurde dann mit Schwefelsiure 
versetzt und mehrere Stunden mit Ather kontinuierlich extrahiert. 

0,0672 g gravimetrische Ms.'), 0,0593 g titrimetrische Ms.,a = — 0,05°, 
d. f. 0,0022 g aktive Ms., 3,71 Proz. d-Mandelsiure. 


Menschenleberlipase*). 


12 ccm LeberpreBsaft und 88 ccm physiologisches NaCl wurden 
nach der Neutralisation mit 0,2076 g dl-Methylester versetzt. Nach 
3!/, Stunden sind insgesamt 5ccm n/10 NaOH hinzugefiigt, d. h. 
40 Proz. des Esters verseift worden. Ein Kontrollversuch wurde nicht 
angesetzt. 

0,0760 g elektrometrische Mandelsaure, 
0,0701 g gravimetrische Mandelsaure, 
0,0684 g titrimetrische Mandelsaure, 
0,0149 g aktive Mandelsaure, 

a= —0,34°. 
21,8 Proz. 1-Mandelsaure. 


1) Ms. = Mandelsaure. 
2) Vgl. S. 54. 
Biochemische Zeitschrift Band 151. 
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Die hier benutzte Menschenleberlipase ist also linksorientiert. 
Aus Mangel an Material konnte leider mit diesem PreBsaft nur ein 
Versuch ausgefiihrt werden. An und fiir sich sind sicherlich die Lipasen 
und im allgemeinen die Fermente, die aus den menschlichen Organen 
erst eventuell nach lingerer Krankheit zur Untersuchung gelangen, 
wenig giinstig. Ein zweites Leberpraparat erwies sich, wie auch oben 
erwahnt, als unwirksam. 


Rinderleberlipase'). 
Die Rinderleberlipase ist rechtsorientiert (s. Abb. 11 und 14 und 
Tabelle 111). 
Takalipase*). 
Die Takalipase ist auch rechtsorientiert, wie Willstdtter es bereits 
zeigte (s. Tabelle 1V und Abb. 12 und 15). 
Fiir die nachfolgend beschriebenen Versuche mit Schweineleber- 
und Schweinepankreaslipase gelten folgende Abkiirzungen fiir die 


Anwendungsform (Reinheitsgrad) des Ferments: P PreBsaft, 
A = Glycerinauszug, B = erste Elution, NH, = Ammoniakauszug. 


Schweineleberlipase*). 


Die Schweineleberlipase ist gemiB Dakin und Wiilstdtter wie die 


Takalipase und Rinderlebérlipase rechtsorientiert (s. Tabelle V ). 


Zu beachten ist das Resultat, daB die optische Auswahl im 
Glycerinauszug eine bedeutend kleinere ist. Leider konnte hier zum 
Vergleich nicht ein und dasselbe Fermentpriparat angewandt werden. 


Die mit * versehenen Versuche sind Vergiftungsversuche, und 
zwar Versuch 9 und 12 mit Chinin und Versuch 13 mit Chinidin*). Wie 
zu ersehen ist, hat die Alkaloidzugabe das Ferment zwar gehemmt, 
aber auf ihr auswihlendes Verhalten keinen EinfluB ausgeiibt, wenn 
man diese Versuche mit den Versuchen mit unvergiftetem Ferment 
vergleicht, und zwar Versuch 9 mit 8, Versuche 12 und 13 mit 
Versuch 115). 


In Versuch 14 ist der unverseift zuriickgebliebene Ester, 0,057 g, 
in absolutem Alkohol aufgelést und polarisiert worden. Er erwies sich 
als linksdrehend, a = — 0,46". 


') Vgl. S. 54. 
*) Val. S. 54. 
3) Vel. S. 54. 
*) Vgl. S. 75. 
5) Siehe auch Wéllstdtter, Naturw. 14, 941, 1926. 
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Lipasen. 


Schweinepankreaslipase '). 

Die Schweinepankreaslipase ist linksorientiert wie die Meer- 
schweinchenserum- und Menschenleberlipase gemaB den W illstdtter schen 
Befunden (s. Tabelle V1). Die optisch auswahlende Spaltung ist beim 
PreBsaft bedeutend weniger ausgepragt (vgl. Versuche 9 bis 12) als 
beim Glycerinauszug. 

ZusammengefaBt zeigt die folgende Tabelle die optische Orientierung 
der von uns untersuchten Fermente: 


Drehung der schneller pense 
Art der Lipase Komponente des Man Isaure- 





methylesters 


Schweineleberlipase + 
Schweinepankreaslipase ~ 
Menschenleberlipase — 
Rinderleberli t 


Meerschweinchenserumlipase . . . — 
+ 


Den weiteren Ausbau der stereochemischen Spezifitat in bezug 
auf die Anwendung der reinen optisch aktiven Ester glaubten wir 
in der Warburgschen Apparatur untersuchen zu kénnen. Nach den 
bisherigen Erfahrungen ist zu erwarten, da ein linksorientiertes 
Ferment mit gréBerer Geschwindigkeit den reinen |-Ester spaltet als 


die d- und dl-Form und :3in rechtsorientiertes Ferment umgekehrt, 
so daS eventuell ganz auf die polarimetrische Untersuchung, 
auf das Isolieren der gebildeten Saiure aus dem racemischen Ester 
verzichtet werden kann. Das ist aber nach unseren Ergebnissen 
nicht der Fall. Die Lipasen kénnen, wenn sie auf reine optisch 
aktive Substrate einwirken, Eigenschaften 
zeigen, die von dem Verhalten des Fer- 
ments gegeniiber der Racemverbindung ab- 
weichen. 

Willstdtter*) weist auf eigene Unter- 
suchungen hin bei der auswihlenden 
Vergirung von a- und £-Glucose. In einem 
Gemisch beider Glucosen wird die a-Glucose 
vorgezogen, liegen aber die einzelnen Formen 
vor, so werden beide mit gleicher Ge- O00 SS B B&B Mt 
schwindigkeit zersetzt. Abb. 06. 

Was zuerst die Schweinepankreaslipase anlangt, so konnte 
das Willstdttersche Ergebnis (vgl. 8S. 49) bestatigt werden. Abb. 16 





c 











1) Vgl. S. 54. 
2) Willstatter und Sobotka, Zeitschr. f. physiol. Chem. 128, 164, 1922; 
128, 170, 1922; 128, 176, 1922. 
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zeigt die Spaltung von d-, l- und dl-Mandelsiuremethylester (genau 
2proz. Lésung) durch Schweinepankreaslipase (Glycerinauszug). Wie 
zu sehen ist, wird der 1-Ester am stirksten hydrolysiert, dann folgt 
der dl-Ester und schlieBlich der d-Ester. Die Spaltung des dl-Esters 
ist in bezug auf die des 1-Esters um 23,9 Proz., die des d-Esters in bezug 
auf die des |-Esters um 36,2 Proz., die des d-Esters in bezug auf die 
des dl-Esters um 16,2 Proz. geringer. Oder auch: in 100 Minuten sind 
vom |-Ester 2,72 Mikromol, vom d]-Ester 2,12 Mikromol, vom d-Ester 
1,74 Mikromol gespalten worden. 

Ein iiberraschendes Ergebnis wurde aber bei Anwendung der 
Schweineleberlipase erhalten (s. Abb. 17 und 18). Diese sonst rechts- 
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orientierte Lipase greift trotzdem den |-Ester mit viel gréBerer Ge- 
schwindigkeit an als die beiden anderen Modifikationen, deren Zerfalls- 
geschwindigkeiten iiberdies zusammenfallen. Es ist die Spaltung 
des d- und dl-Esters, zur Berechnung wurde ein Mittelwert zwischen 
beiden, K = 0,734, genommen, um 42,7 Proz. weniger gegeniiber dem 
l-Ester. Zur Kontrolle dieses Ergebnisses wurde dieselbe Lipase 
(auch im PreBsaft) noch einmal in bezug auf ihr Verhalten gegeniiber 
racemischem Mandelsiuremethylester gepriift. In Tabelle V ist dieser 
Versuch unter Nr. 14 aufgefiihrt. Es ist demnach diese Schweineleber- 
lipase rechtsorientiert wie sonst. 

Diese merkwiirdige Tatsache liegt vielleicht in dem eigentiimlichen 
Wesen des Racemats begriindet. Es kénnte aber auch die Affinitat 
des Ferments zu den beiden optisch aktiven Formen des Substrats 
verschieden sein und ferner nicht parallel gehen mit den Zerfalls- 
geschwindigkeiten der d- bzw. 1-Substratfermentverbindung'). Die 
Versuche in dieser Richtung werden noch fortgesetzt werden. Ein 
Versuch, bei dem die Menge des dl-Esters doppelt so gro war 
wie die der antipodischen Ester, zeigte, daB der Unterschied 


1) Auf diese Méglichkeit hat uns Herr H. H. Weber aufmerksam gemacht. 
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zwischen der |- und (dil- und d-)Form wieder 42,2 Proz. betragt. Es 
fielen die d- und di-Geraden zusammen, da es sich um einen linearen 
SpaltungsprozeB handelt, bei dem bei unendlich groBer Substrat- 
menge eine Erhéhung der Konzentration des Substrats ohne EinfluB ist. 

Abb. 18 zeigt eine sonst gleiche Versuchsanordnung, nur mit dem 
Unterschied, daB ein wesentlich reineres Ferment angewandt wurde. 
Wiahrend die Versuche mit LeberpreBsaft (1: 20) ausgefiihrt wurden, 
wurde hier der in n/40 NH, wieder aufgeléste Niederschlag durch 
Essigsiure aus dem N H,-Auszug benutzt. Die Auflésung wurde neutra- 
lisiert und auch in einer Verdiinnung von |: 20 angewandt. Beide 
Fermentpriaparate stammten aus ein und demselben Tiere. Aus der 
Abbildung ist deutlich ersichtlich, daB die reinere Lipase sich nicht mehr 
so auswihlend verhalt; der Unter- 
schied betrigt nimlich nur _ noch 
25,9 Proz., und es wire anzustreben, 


| 
diese Versuche mit hochgereinigtem 4 | | 
“4 














Ferment fortzufiihren. 

Die Takalipase zeigt ein noch ganz 
anderes Verhalten. Hier werden die 
drei Ester gleich schnell gespalten, 
obwohl das Ferment sonst rechts- 
orientiert ist (s. Abb. 19). 

Der Abderhaldensche Befund, der 
gleiche zeitliche Zerfall' des d- und 
l-a-Monoacetins und der des d- und 
l-a-Monocaproins durch Rinderpankreas- 
lipase darf daher noch nicht in der 
Hinsicht gedeutet werden, daB das Fer- 
ment unspezifisch sei. Hier miiBten die 
Ergebnisse Willstdtters bei der Ver- 
girung der a- und £-Glucose und unsere 
bei der Takalipase beriicksichtigt werden. 
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Die Substratspezifitat. 


Fiir unsere Versuche ergab sich eine deutliche Substratspezifitat 
zwischen dem Tributyrin (als Vertreter der natiirlichen Fette) und 
den Mandelsiureestern. 

Abb. 20 zeigt so z. B. Schweineleberlipase 1:25 und 1: 50 auf 
eine 2proz. Tributyrinemulsion und Mandelsiuremethylesterlésung. 
Wir sehen auberdem noch, daB die Herabminderung der absoluten 
Fermentmenge bei Tributyrin als Substrat fast nichts auf sich hat, 
wahrend sie bei der Mandelsiiureesterspaltung ganz erheblich ins 
Gewicht fallt. 
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In Abb. 21 ist ein Spaltungsversuch der drei Mandelsdureester — 
Methyl-, Athyl- und Isoamyl- — in isomolaren Konzentrationen durch 
Takalipase ausgefiihrt. Wie ersichtlich, wird der Methylester am 
schnellsten und der Isoamylester fast gar nicht angegriffen. 
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Abb. 20. Abb. 21. 





Die Takalipase, die nach Willstditter nur eine geringe Affinitat 
zum Tributyrin hat, spaltet sehr schnell Mandelsiuremethylester. 

Die Pankreaslipase (Schwein), die anfinglich Tributyrin so stark 
spaltete, daB wir Verdiinnungen 1: 1000 herstellten, muBten wir fir 
die Versuche mit den optisch aktiven Mandelsiuremethylestern (siehe 
Abb. 16) in einer Verdiinnung von 1:5 benutzen (Glycerinauszug 
des Pulvers). 


Die Vergiftungsversuche an Meerschweinchenserumlipase '). 
Die Chinaalkaloide. 

Abb. 22 und 23 geben einige Versuche mit den vier Alkaloiden 
der Chinagruppe wieder. Es sollten diese vier Kérper untereinander 
verglichen werden in bezug auf ihr Hemmungsvermégen (bei dem an- 
gegebenen py; vgl. 8.62) nach folgendem Ansatz: 

1-Chinin mit d-Chinidin, s. Abb. 22, 
os ,» d-Cinchonin as 4g Oe 
” »  1-Cinchonidin, 
d-Chinidin ” ” 

” + d-Cinchonin, 

d-Cinchonin » 1-Cinchonidin. 


1) Diese Versuche wurden, wenn nicht anderes vermerkt, an Tributyrin 
im Warburgschen Apparat ausgefiihrt. 
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Das Cinchonin und das Cinchonidin gaben die gleiche Giftwirkung. 
Fiir die anderen Gifte ist ersichtlich, daB das Chinin der starkste Hem. 





a) 
wv 




















wD 
Abb. 23. 


mungskérper ist und daB dann das Chinidin folgt. Es scheint also die 
Anwesenheit der Methoxygruppe die starkere Giftwirkung hervorzurufen; 
daB aber auch die Konfiguration einen EinfluB hat, ist aus dem unter- 
schiedlichen Verhalten zwischen Chinin und Chinidin ersichtlich. 


Die Cocaine. 


Es unterscheiden sich 1 und d-w#-Cocain ‘sehr stark.. Das 
d-w-Cocain hemmt um fast 100 Proz. starker, und zwar hemmen je 
5 mg um 32,2 bzw. 61,3 Proz. Ein Versuch mit drei verschiedenen 
d-y-Cocainkonzentrationen zeigt, daB bei zunehmender Giftkonzen- 
tration die Esterspaltung abnimmt. Die Abhangigkeit zwischen Gift 
und Fermentmenge zeigt das Bild der Freundlichschen Adsorptions- 
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Abb. 24. 
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isotherme (s. Abb. 24). Abb. 25 zeigt einen Versuch mit |- und 
d-y-Cocain als Gifte fiir die gereinigtere Serumlipase. Es ist kein 
Unterschied zwischen der ungereinigten und gereinigten Serumlipase 
festzustellen: 1-Cocain hemmte um 29,6 und d-w-Cocain um 64,8 Proz. 
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Die Tropanderivate. 


Ecgonin, sogar in einer Menge 
wirkungslos. Im allgemeinen hat 


von 30 mg, erwies sich als vdllig 
diese Gruppe von Verbindungen 


durchaus ahnliche Eigenschaften in bezug auf geringes Hemmungs- 
vermégen gezeigt. Abb. 26 zeigt, daB die Tropeine Atropin, Hyoscyamin 



































— 20mg — véllig unwirksam 
sind. Beim Homatropin war sogar 
noch eher eine geringe Aktivierung 
(6 Proz.) zu bemerken. 
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Abb. 26. < = 20 mg Hyoscyamin. © = 20 mg Atropin. 





Pilocarpin und Coffein. 

Pilocarpin und Coffein iiben eine hemmende Wirkung auf die 
Serumlipase aus, und zwar Pilocarpin starker als Coffein (s. Abb. 27). 
Es hemmten je 10 mg Coffein und Pilocarpin um 7,58 bzw. 66,7 Proz., 
je 15 mg Coffein und Pilocarpin um 19 bzw. 74 Proz. 

Morphin, Nicotin und Strychnin. 

Morphin, Nicotin und Strychnin vergiften die Serumlipase, und 
zwar hemmten 15mg Nicotin um 33,8 Proz., 15mg Morphin um 
36,7 Proz. und 10 mg Strychnin um 59,96 Proz. 

Physostigmin und Ergotamin. 

Loewi und Navratil’) haben kiirzlich ein esterspaltendes Ferment 
im Herzen nachgewiesen und diese Esterase mit Physostigmin 
und Ergotamin vergiften kénnen. Wir haben daher diese beiden Alka- 
loide kurz auf die eventuelle Wirkung auf Serumlipase untersucht 


und gefunden, daB beide Alkaloide 


starke Hemmungskérper fiir diese 


Lipase sind. 0,5 mg ,,Gynergen‘’ hemmten um 50 Proz. und 10 mg 
Physostigminsalicylat um 91 Proz. Es ware allerdings noch zu priifen, 
inwieweit die anwesende Saure, Weinsiure und besonders Salicyl- 
siure an der Vergiftung beteiligt sind. 


1) Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 20, S. 894. 
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Die Adrenaline. 


Die Adrenaline haben eine schwache Einwirkung auf die Serum- 
lipase, so daB mit verhiltnismaBig groBen Konzentrationen, etwa 
20mg, gearbeitet werden 7 
muBte. Die Versuche sind 
nicht als ganz gut gelungen 
zu bezeichnen, weil die Ver- 
giftungskurven nachher um- 
biegen (s. Abb. 28). Viel- 
leicht kommt dies von noch 
starker wirkenden Zer- 
setzungsprodukten, da das 
Adrenalin in Alkalien nicht 
bestandig ist. Immerhin ist 
aber folgendes Resultat er- 
halten worden: Das |-Adre- 
nalin vergiftet am stirksten und die dl-Form am schwichsten, wihrend 
die Vergiftungslinie mit d-Adrenalin etwa in der Mitte zwischen den 
beiden anderen Modifikationen liegt. 


























Die Vergiftungsversuche an Schweineleberlipase. 


Abgesehen von der Giftempfindlichkeit, die auch noch sicherlich 
stark von den nicht zum Fermentkomplex gehérenden Beimengungbn 
beeinfluBt wird, verhalt sich die Schweine- 
leberlipase fast genau so wie die Serum- 
lipase. 





Chinin und Chinidin. 


Vergiftungsversuche mit Chinin und 
Chinidin sind in der elektrotitrimetri- 
schen Apparatur angesetzt worden. Das 
Chinin vergiftet stirker als Chinidin, 
und zwar das Chinin etwa doppelt so 
stark: je lLimg Gift hemmten um 
32,6 bzw. 16,2 Proz. Hier diente Mandel- 
siuremethylester als Substrat. 


l-, d-w-Cocain und Eegonin. 


Abb. 29 zeigt, daB das d-~-Cocain 
wieder eine bedeutend stirkere Wir- 
kung auf die Leberlipase hat als 
die 1-Modifikation. Es hemmten je 
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20 mg um 61,5 bzw. 92,5 Proz. Abb. 30 zeigt 
das wirkungslose Verhalten von 30mg Ecgonin. 


Die Tropeine. 

Homatropin zeigt eine geringe, aber immerhin 
deutliche Wirkung, ebenso die beiden anderen 
Tropinester, allerdings erst in gréBeren Dosen; 
je 20mg Atropin und Hyoscyamin hemmten um 
21,1 Proz., 30mg Homatropin hemmen um 
| 38,2 Proz. Dieser Versuch wurde im AnschluB 
daran mit gereinigtem Ferment wiederholt. (Neu- 
tralisierte Auflésung in n/40 N H, des Essigsaure- 
Niederschlags aus dem N H,-Auszug des Ferment- 
pulvers, Verdiinnung 1:50, PreBsaft J : 100.) 
Dieselbe Giftmenge (30 mg Homatropin) hemmt 
zu einem geringeren Betrag, nimlich 25,1 Proz., 
so *& @ yw das sind immerhin 13 Proz. Unterschied gegen- 

Abb. 30. iiber dem ungereinigten Ferment’). 











Nicotin. 
Mit Mandelsauremethylester als Substrat wurde ein Vergiftungs- 
versuch mit Nicotin angesetzt. 30mg Nicotin hemmen zu 70.5 Proz. 


Pilocarpin und Coffein. 





Das Pilocarpin erwies sich wieder starker 
vergiftend als das Coffein. Hier wurden je 9mg 
beider Kérper benutzt; wahrend das Coffein 
gar nicht wirkte, hemmte das Pilocarpin zu 
55,5 Proz. Der Versuch, der mit gereinigterem 
Ferment und auch mit je 9 mg angesetzt wurde, 
zeigt, daB das Ferment gegen beide Gifte 
empfindlicher geworden ist. Das Coffein ver- 
giftete zu 22,1 Proz. und das Pilocarpin zu 
81 Proz. (s. Abb. 31). 





Atoxyl. 


—- 3 as Das Atoxyl ist von allen benutzten Stoffen 

Abb. 31. der am _ stirksten vergiftende. Wihrend 

beim ungereinigten Ferment 0,2 mg Atoxyl 

den Spaltungsverlauf um 85,8 Proz. hemmen, hemmt dieselbe Gift- 

menge das gereinigte Ferment um 79,6 Proz. Das ist kein groBer 
Unterschied (6 Proz.). 

















1) S. Rona und Gyotoku, 1. ¢., 8. 176. 
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Trypaflavin. 


Das Trypaflavin ist auch ein sehr starkes Gift. Es wurde ebenfalls 
in seiner Wirkung auf die ungereinigte und gereinigte Lipase untersucht. 
Es zeigte sich auch hier der nur unwesentliche 
Unterschied, daB es das gereinigte Ferment um 
6 Proz. mehr hemmt als das ungereinigte: 

‘3 mg Trypaflavin hemmten um 55,6 bzw. 
61,6 Proz. (s. Abb. 32). 





Die Adrenaline. 


Die Versuche, die mit den Adrenalinen 
angestellt wurden, sind in ihren Ergebnissen 
sehr widersprechend ausgefallen. Sie hemmten 
zwar auch die Esterspaltung, aber wir kénnen 
nichts aussagen iiber die unterschiedlichen 
Wirkungen der einzelnen, isomeren Formen 
untereinander. Dies soll auch Gegenstand 
weiterer Untersuchungen sein. 











Vergiftungsversuche an Takalipase. 


An der Takalipase haben wir noch kurz einige Vergiftungsversuche 
ausgefiihrt (mit dl-Mandelsiuremethylester als Substrat). Sie ist 


aber wohl in der Form, in der sie benutzt . 
wird, ungeeignet fiir Vergiftungsversuche [ 

wegen der sicherlich groBen Beimengungen. , 
Abb. 33 zeigt einen Versuch mit 5 mg Atoxyl 
und 10 mg Chinin. In allen diesen Versuchen 
diente 2 proz. Mandelsiuremeth ylesterlésung 
als Substrat, und 20 bzw. 15 mg Ferment- 
pulver wurden benutzt. Das Ferment ist 
sowohl gegen Atoxyl und Chinin, als auch 
gegen die Cocaine weniger empfindlich, 
denn mit diesen K onzentrationen hatten wir 
bei den anderen beiden Lipasen totale Hem- 
mungen erhalten. Beobachtet ist also hier, 
daB das Atoxyl um 7,7 Proz., das Chinin um 22 Proz. hemmt. Geblieben 
ist der Unterschied zwischen |- und d-v-Cocain. 1-Cocain hemmt gar 
nicht, wihrend dieselbe Menge (20 mg) d-w-Cocain zu 69 Proz. vergiftet. 














Abb. 33. 


Zusammenfassung. 
Fiir die Verfolgung der fermentativen Tatigkeit, der Esterspaltung 
durch Lipase, wurde eine neue Methode ausgearbeitet, die elektro- 
titrimetrische. Das Entstehen der fermentativ entstandenen Saure 





| 
| 
| 
| 
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wird durch die Anderung des py der Untersuchungsfliissigkeit fest- 
gestellt und durch NaOH konstant gehalten. 

Unter den von uns gewiahlten Bedingungen wurde ausnahmslos 
fiir alle untersuchten Lipasen und gegen alle angewandten Substrate 
der nullmolekulare Reaktionsverlauf festgestellt. 

Eine Reihe von Kérpern wurde in bezug auf ihr eventuelles 
Hemmungsvermégen auf die Lipasen untersucht. 

Alle Kérper haben eine mehr oder weniger ausgesprochene hemmende 
Wirkung auf die Lipasen; fiir die Alkaloide der Tropanreihe laBt sich 
sagen, daB ihre Einwirkung die geringste ist. (1l)-Ecgonin vergiftet 
tiberhaupt nicht. 

Bei den isomeren Giften zeigte sich, daB das (1)-Chinin starker 
die Lipasespaltung hemmt als das (d)-Chinidin, das d-~-Cocain stirker 
als das 1-Cocain, das ]-Adrenalin starker als die d- und dl- Modifikation, 
wobei wieder das d-Suprarenin stirker wirkte als die dl-Form (bei Serum- 
lipase). Zwischen (dl)-Atropin und (1)-Hyoscyamin hat sich kein Unter- 
schied finden lassen. 

An der Serumlipase und mit d-w-Cocain konnte gezeigt werden, daB 
die Vergiftung gemaB der Freundlichschen Adsorptionsisotherme erfolgt. 

Trypaflavin hemmt stark. 

Was die Vergleiche der hemmenden Wirkung einiger Gifte auf 
das ungereinigte und dasselbe gereinigte Ferment anlangt, so konnte 
bei der Serumlipase und bei Anwendung von 1- und d-¥-Cocain kein 
Unterschied gefunden werden. Bei der Leberlipase wurden nicht 
wesentliche Unterschiede in dieser Richtung festgestellt: Atoxyl 
hemmte das gereinigte Ferment um 6 Proz. weniger, Trypaflavin um 
denselben Betrag mehr, Homatropin um 13 Proz. weniger. Gegen 
Coffein und Pilocarpin ist aber doch die gereinigtere Lipase empfind- 
licher geworden, bei Coffein um 22 Proz., bei Pilocarpin um 25 Proz. 

Ferner wurden Vergiftungsversuche an der Takalipase angestellt. 

Racemischer Mandelsiuremethylester wird von  Rinderleber., 
Schweineleber-, Schweinepankreas-, Menschenleber-, Meerschweinchen- 
serum- und Takalipase asymmetrisch verseift. 

Es greifen in dem racemischen Ester Schweineleber-, Rinderleber- 
und Takalipase den d Ester mit gréBerer Geschwindigkeit an und 
erweisen sich so als rechtsorientiert. 

Menschenleber-, Meerschweinchenserum- und Schweinepankreas- 
lipase zersetzten mit gréBerer Geschwindigkeit zuerst den 1-Ester und 
sind linksorientiert. Hierbei sind die Ergebnisse von Dakin an der 
Schweineleberlipase und die von Willstdtter an dieser, der Schweine- 
pankreas- und an der Takalipase bestatigt. 
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Das auswahlende Verhaiten der Schweineleberlipase an dl-Mandel- 
siuremethylester lieB sich durch Gifte, wie Chinin und Chinidin, nicht 
beeinflussen, obwohl das Ferment selbst gehemmt wurde. 

Es wurden Versuche mit den reinen antipodischen Mandelsiure- 
methylestern angestellt. 

Hierbei zeigte die Schweinepankreaslipase ein ,,normales Ver- 
halten: Als linksorientiertes Ferment zersetzte sie den 1-Ester schneller 
als den d- und dl-Ester und letzteren wieder schneller als den d-Ester, 
was auch Wilistdtter zeigte. 

Die Schweineleberlipase, die im Racemat die d-Form vorzieht, 
zersetzt, wenn sie die reinen optisch aktiven Modifikationen vor sich 
hat, die 1-Form am schnellsten und die d- und dl-Ester gleich schnell, 
aber langsamer (um 40 Proz.) als die 1-Form. 

Gereinigte Schweineleberlipase scheint sich weniger auswahlend 
zu verhalten. Hier betrigt der Unterschied zwischen dem 1]- und (dl- 
und d-)Ester nur noch etwa 20 Proz. 

Auch die rechtsorientierte Takalipase zeigt bei Anwendung der 
reinen optisch aktiven Ester ein anderes als das zu erwartende Ergebnis, 
das aber nicht mit dem der gleich orientierten Schweineleberlipase 
zusammenfalit: sie verseift alle drei Formen mit gleicher Geschwin- 
digkeit. 


Fraulein Glaser hat bei der Untersuchung wertvolle Hilfe geleistet. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
unseren aufrichtigen Dank aus fiir die der Untersuchung gewahrte 


Unterstiitzung. : 




















Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. 


VII. Mitteilung: 
Uber die Ammoniakbildung im physiologisch stagnierendem Blute. 


Von 
A. Klisiecki, W. Mozotowski und M. Taubenhaus. 


(Aus dem medizinisch-chemischen und dem physiologischen Institut der 
Universitat Lwéw.) 


(Eingegangen am 19. November 1926.) 


Die Frage, ob die im isolierten Blute stattfindende Ammoniak- 
bildung einen postmortalen Vorgang darstellt, oder ob sie auch dauernd 
im kreisenden Blute stattfindet, haben Parnas und Klisiecki') auf 
experimenteller Grundlage zu beantworten versucht. Sie konnten 
feststellen, daB Blut, welches in groBen GefiBen, wie V. cava inferior, 
oder in den Vorhéfen und Kammern bei schlagendem Herzen plétzlich 
eingeschlossen worden ist, sich ebenso an Ammoniak anreichert wie 
isolierte Blutproben bei gleicher Temperatur. Wenn in diesen Ver- 
suchen der Einflu8B der Beriihrung mit Luft und Glas ausgeschlossen, 
aber auch der Kontakt des Blutes mit Geweben minimal ist, so kénnen 
Stauungen des Blutes doch nicht als physiologische Vorgiinge an- 
geniheryt betrachtet werden. Es sei nur darauf hingewiesen, da in 
gréBeren GefiBen oder im Herzen gestautes Blut doch nach kurzer 
Zeit gerinnt. 

Im Zusammenhang mit der Aufklirung der Milzfunktion durch 
die Arbeiten von J. Barcroft?) und seiner Schule ergab sich die Méglich- 
keit einer Priifung, ob in den Erythrocyten innerhalb des Organismus 
eine Ammoniakbildung vor sich geht, wie wir sie im isolierten Blute 
beobachten. Nach Barcroft stellt die Milz ein Erythrocytenreservoir 
dar, in welchem rote Blutkérperchen auBerhalb der Zirkulation ge- 
halten werden. Man kann, wie Barcroft nachgewiesen hat, bei einem 
120 Minuten lang mit Kohlenoxyd vergifteten Tiere aus der Milz ein 
CO-freies Blut gewinnen. Wenn also die Milz stagnierendes Blut enthalt 


1) Diese Zeitschr. 178, 224, 1926. 
2) Zusammenfassung: Lancet, 1926, S. 544; Naturwissensch. 14, 797, 


1926. 
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und in jedem Erythrocyt eine Ammoniakbildung physiologisch vor 
sich geht, so kann man erwarten, daB im Milzblut mehr Ammoniak 
enthalten sein wird als im Blute der Arterien und Venen. 

Die Anordnung der Versuche ergab sich folgendermaBen: Bei 
geschlossener Milzarterie wurde durch Reizung des N. splanchnicus 
oder durch Streichen eine Kontraktion der Milz herbeigefiihrt und 
aus der abgeklemmten Milzvene mit der Spritze das Blut entnommen. 
Fast gleichzeitig wurde die V. jugularis punktiert. Dann lieB man die 
Milz sich wieder mit Blut anfillen und erhielt durch wiederholte Reizung 
eine zweite Blutprobe, welche zwar aus der Milz kam, aber nur kurze 
Zeit darin verweilt hatte. Manchmal wurde auch vor der Splanchnicus- 
reizung eine Probe des durch die Milz frei flieBenden Blutes entnommen. 


Leider konnten zu diesen Versuchen nicht Kaninchen verwendet 
werden, bei welchen die N H,-Bildung am lebhaftesten vor sich geht; wir 
konnten aus Kaninchenmilzen nicht geniigend Blut bekommen und muBten 
an Hunden und Katzen mit ihrer viel trageren Ammoniakbildung arbeiten. 
Die Resultate waren aber auch so deutlich genug. Die Technik der Ammoniak- 
bestimmungen war die gleiche, wie in friiheren Arbeiten mitgeteilt, selbst- 
verstandlich wurde auf Ammoniakfreiheit und Kontrollen der gréBte Wert 
gelegt'). 

Wir méchten bemerken, da8 bei Bestimmungen des Blutammoniaks 
nach Parnas und Heller) ein einziger Punkt vorhanden ist, in welchem 
Ammoniak leicht in das zu analysierende Blut eingeschleppt werden kann. 
Es ist dies der Zusatz der gerinnungshemmenden Substanzen. Parnas 
und Heller haben seinerzeit gefunden, daB ein von Kahibaum bezogenes 
Lithiumoxalat ammoniakfrei war. Dasselbe Priparat stand in unserem 
Laboratorium 2 Jahre lang in Verwendung. Wir waren unvorsichtig genug, 
eine neue Sendung von Lithiumoxalat derselben Firma ohne besondere 
Priifung in Verwendung zu nehmen. Als dann in einer Reihe von Versuchen 
am Hundeblut die Normalwerte fast immer ein wenig iiber 0,1 mg-Proz. 
NH,-N lagen, suchten wir systematisch nach den Fehlerquellen und fanden 
das verwendete Lithiumoxalat ammoniakhaltig. Von da an wurde zur 
Gerinnungshemmung ein Natriumoxalat von Kahlbaum verwendet, welches 
einzig unter mehreren reinsten Oxalaten dieses Laboratoriums ammoniak- 
frei befunden wurde, und daraufhin werden korrekte Normalwerte erhalten. 
Wir méchten also in diesem Punkt, wie dies schon O. Folin getan hat*), 
zur gréBten Vorsicht raten. 


Um einen eventuellen EinfluB der Splanchnicusreizung auf den 
Ammoniakgehalt des Blutes auszuschlieBen, wurde bei einer Katze 
das Ammoniak im Jugularisblut vor und nach dreiminutiger Splanch- 
nicusreizung bestimmt. 

Es ergeben sich Werte, die nur innerhalb der Fehlergrenze 
differieren- 

vor Splanchnicusreizung ..... . . 0,06 mg-Proz. 
nach Splanchnicusreizung . . 


1) Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 178, 224, 1926. 
2) Physiol. Rev. 2, 467, 1922. 
Biochemische Zeitschrift Band 181. 
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Die Resultate der Versuche am Hunde- und Katzenblut!) sind 
in Tabelle I dargestellt. 


Tabelle I. 


Die eingeklammerten Ziffern stellen die Werte nach 24stiindigem Auf- 
enthalt in 22°C dar. 





NHgsN-Gehalt in mg-Proz. 
Lienalisblut | Lienalisblut | Lienalisbiut B kungen 





Datum |; Tierart neuerlich,| 
| Jugularisblut PEae = al Splancius a | 
sauing reizung der Milz 
ao Sis eo 7 
26. X. | Hund 0,07 (0,52) | | 0,10 (0,55) | 0,12 (0,60) 0,06 (0.56) || 5 Min. Reizung 
26. X. * 0,07 (0,61) 0,08 (0,66) 0.12 0,07 (1,02) 3 . 4 
27.X.' =| 0,04 (0,44) 0,05 0,08 (0,49) | 0,04 (0.50) | - re ; 
28. X. . | 0,07 (0,67) 0,10 (0,86) 0,12 (0,60) 0,06 (0,51) | |5 . 4 
29. X. . | 0,06 0,14 0,19 0,07 Is Min. Reizung und 
Streichen der Milz 
1, X. “. 0,06 (0,62) — 0,16 (0,75) — (3 Min. Reizung 
29. X. Katze 0,07 -— 0,14 0,09 i se 
30. X. > 0.07 oo 0,25 0,16 6 Min. Se, Setoune und 
Streichen der Milz 








Aus den mitgeteilten Versuchen ist zu ersehen, daB im Milzblut, 
welches durch eine Kontraktion des Organs entleert wird, stets mehr 
Ammoniak enthalten ist als im Blute der Halsvene. Dieser héhere 
Wert ist aber durchaus nicht mit dem Eintritt des Blutes in die Milz 
verkniipft. Blut, welches aus der frisch angeschoppten Milz entleert 
wird, zeigt einen ahnlichen Ammoniakgehalt wie das Jugularisblut 
oder sogar einen noch niedrigeren, dem arteriellen Blute noch naheren. 
Wir finden hier also ganz andere Beziehungen als diejenigen, welche 
Orahovats* ) in Barcrofis Laboratorium bei der Untersuchung der 
Resistenz der Blutkérperchen beobachtet hatte, die von der Milz ent- 
leert werden. Die gegeniiber dem Blute des allgemeinen Kreislaufs 
verschobene Resistenz dieser Blutkérperchen wird von Orahovats auch 
im Blute gefunden, welches eine vorher kontrahierte Milz frisch auf- 

1) Die Ammoniakbildung im Katzenblut ist dem Vorgang im Hundeblut 
sehr aihnlich, wie aus den folgenden Zahlen ersichtlich ist: 











Zeit nach ny ye | NHgsN in mg-Proz. 


Temperatur 22° C 
ae | 
3’ 0,05 
1b25 0,12 
15 51 0,43 
24 00 0,72 
70 00 0,84 


2) Journ. of Physiol. 61, 436, 1926. 
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gefillt hat. Der Ammoniakgehalt dagegen scheint von der Aufenthalts- 
dauer des Blutes in der Milz abzuhingen’). 

Es ware interessant gewesen, die Frage zu lésen, ob das im Milzblut 
vorgefundene Ammoniak aus der Ammoniakmuttersubstanz herriihrt. 
Die in bezug auf das Blut endogene oder exogene Herkunft des 
Ammoniaks la6t sich in anderen Fillen, z. B. der agonalen Ammoniak- 
anreicherung des Blutes oder in der hypordmischen H yperammondmie 
ganz klar nachweisen. Wenn sich z. B. das Blut eines Kaninchens 
wihrend der Agonie auf 0,5 mg-Proz. NH,-N angereichert hat, so 
entstehen in diesem Blute bei 24stiindiger Bebriitung auBerdem noch 
2 mg-Proz. NH,-N. Wenn sich das Blut dagegen in einem abgeklemmten 
Herzen auf 1 mg-Proz. NH,-N angereichert hat, so entsteht bei der 
Bebriitung nur noch 1 mg-Proz. Im ersten Falle war das Ammoniak 
enterogen, im zweiten Falle war es aus der ammoniakbildenden Sub- 
stanz abgespalten. Eine ahnliche Entscheidung ist beim Milzblut 
aus dem Grunde nicht zu treffen, weil das Verhaltnis der Blutkérperchen 
zum Plasma im Milzblut variabel und anders als im Blute des all- 
gemeinen Kreislaufs ist, und weil die Differenz zwischen Jugularis- und 
Milzblut bei Hund und Katze zu gering ist, um sichere Rechnungen 
auf Grund des verschiedenen Hamoglobingehalts durchfiihren zu 
kénnen. 

Es 1a8t sich auch schwer sagen, einem wie langen Aufenthalt der 
Erythrocyten in der Milz die gefundenen Ammoniakwerte entsprechen ; 
unter Voraussetzung, daB die Erythrocyten in der Milz in keinem Stoff- 
austausch mit dem iibrigen Organismus stehen, kénnte man nach den 
Bestimmungen am isolierten Hundeblut (Parnas und Klisiecki) den 
1) Bestimmungen des Ammoniakgehalts des Milzbluts sind von Sidney 
Bliss (Journ. of biol. Chem. 67, 117, 1926) mitgeteilt worden. Seine Zahlen 
zeigen fast immer einen héheren Ammoniakgehalt im Milzvenenblut als im 
Carotisblut. So z. B. beim Hund: 

Carotisblut . ... . 0,06 0,10 0,07 0,08 0,14 0,11 0,29 

Milzvenenblut . . . . 0,10 0,15 0,09 0,09 0,14 0,12 0,25 

Die Blissschen Zahlen beziehen sich auf durch die Milz flieBendes 
Blut, nicht auf Blutproben, die durch die kontrahierte Milz entladen werden. 
S. R. Benedict und P.T. Nash jun. haben die Angaben von Bliss einer 
kritischen Diskussion unterzogen (Journ. of biol. Chem. 69, 381, 1926). 
Sie glauben, daB die Blutproben, welche Bliss als Milzvenenblut analysierte, 
durch Portalblut aus dem oberen Diinndarm verunreinigt sein kénnten. 
Benedict und Nash bemerken allgemein, da8 man in bezug auf den Ursprung 
des Ammoniaks in Blutproben, die aus der unmittelbaren Nachbarschaft 
des Verdauungstraktes zuriickflieBen, skeptisch sein miiBte. Wir méchten 
bemerken, da8 in unserer Versuchsanordnung der Médglichkeit solcher 
Fehlerquellen dadurch Rechnung getragen wurde, da8 die Blutentnahmen 
wahrend der Kontraktion der Milz und aus der dicht unter dem Organ ab- 
geklemmten und in dem Moment prall aufgestauten Milzvene erfolgten. 


6* 
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Aufenthalt der Erythrocyten bei 38° auf '% bis | Stunde schitzen. 
Wir kénnen aber nicht wissen, ob keine Ausschiittung und Neuauf- 
fiillung der Milz wahrend der Vorbereitungen zum Versuch statt- 
gefunden hat. Da die Milz auf Splanchnicusreizung und auf mechanische 
Beriihrung durch Kontraktion reagiert, so ist mit solchen Stérungen 
des Versuchs zu rechnen. 

Wir kénnen iibrigens die Angabe von Bliss bestatigen, daB man 
in Proben des frei flieBenden Milzvenenbluts oft mehr Ammoniak findet 
als im Jugularisblut. Ob dies von Beimischungen des eigentlichen 
Milzbluts herriihrt oder von Portalanastomosen, wie dies Benedict 
und Nash vermuten, kénnen wir nicht entscheiden. Die Reinheit 
unserer Versuchsbedingungen bei Milzreizung wird jedenfalls durch 
die Tatsache bewiesen, daB im Blute, welches kurze Zeit in der 
Milz verweilt hatte, nur geringe Ammoniakmengen enthalten sind. 

Wir kénnen die eingangs gestellte Frage in dem Sinne beantworten, 
daB im physiologisch stagnierenden Blute Ammoniak abgespalten 
wird. Es bleibt nichtsdestoweniger die Frage offen, ob das durch die 
Kapillaren der Gewebe flieBende Blut das Ammoniak als solches ab- 
spaltet, oder durch die ammoniakbildende Substanz mit ihren labilen 
Amino- oder Iminogruppen direkt in Wechselwirkung mit dem Gewebs- 
stoffwechsel tritt. 

Die Kosten dieser Arbeit sind aus einer Spende der Ella Plotz- 
Sachs Foundation bestritten worden, die Prof. Parnas fiir Unter- 
suchungen iiber das Blutammoniak zur Verfiigung gestellt worden ist. 


Uber den Ammoniakgehalt und die Ammoniakbildung im Blute. 


VIII. Mitteilung: 


Hingt die Ammoniakbildung im Blute mit der Anwesenheit von Cyanaten 
zusammen? 


Von 
W. Mozotowski und M. Taubenhaus (Wien). 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der Universitat Lwo6w.) 


(Eingegangen am 19. November 1926.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


In dieser Arbeit soll die Frage untersucht werden, ob das Cyanation 
als diejenige Substanz angesehen werden kann, aus welcher im isolierten 


Blute Ammoniak gebildet wird. Durch die Untersuchungen dieses 
Laboratoriums [Parnas und Heller, Klisiecki, Taubenhaus')| wurde 
festgestellt, dab in jeder Blutart eine Substanz vorhanden ist, aus 
welcher durch cinen im isolierten Blute spontan verlaufenden Vorgang 
Ammoniak gebildet wird. Diese Substanz vermag in 100 ccm Kaninchen- 
blut 2mg, im Menschenblut 1,8 bis 2mg Ammoniakstickstoff ab- 
zuspalten, im Blute vom Hund, Pferd, Rind, Katze geringere Mengen: 
die Ammoniakbildung vollzieht sich dabei in einem anaeroben Vorgang, 
hauptsichlich innerhalb der roten Blutkérperchen, und zwar durch 
Spaltung einer Substanz, die zu den nichtkolloiden Stickstoffverbin- 
dungen des Blutes gehért; indessen hiingt dieser ProzeB mit den 
kolloidalen Bestandteilen des Blutes zusammen, wahrscheinlich mit 
spezifisch wirkenden Fermenten, denn er hért nach EnteiweiBung des 
Blutes auf. Weder Harnstoff noch Aminosiuren kommen als Mutter- 
substanz des Ammoniaks in Betracht, denn weder steigert deren Zusatz 
zum Blute die Ammoniabkildung, noch verringert die spontane Ammo- 
niakbildung den Gehalt dieser Stoffe im genuinen Blute. Die Schwan- 
kungen der Ammoniak-Muttersubstanz unter pathologischen Be- 


1) Diese Zeitschr. 152, 1, 1924; 155, 247, 1925; 159, 298, 1926; 169, 
255, 1926; 172, 442, 1926; 178, 229, 1926; C. r. Soc. Biol. 91, 701, 1924. 
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dingungen wurden von Taubenhaus und Sternberg'), sowie Adlersberg 
und Taubenhaus*) am Menschen ausfiihrlich studiert. 

Der absolut genommen sehr geringe Gehalt der ammoniak- 
bildenden Substanz im Blute — in | Liter Kaninchenblut ist davon 
weniger als 1,5 Millimol enthalten — macht ihre direkte Isolierung und 
Identifizierung zu einer recht schwierigen Aufgabe; es ist vielleicht 
nicht aussichtslos, zunichst durch Priifung des Verhaltens einzelner 
einfacher Substanzen im Blute nach der Ammoniak-Muttersubstanz 
zu fahnden. Wenn wir in dieser Arbeit gerade das Verhalten des 
Cyanations untersucht haben, so hingt das mit der mehr theoretischen 
Behandlung zusammen, die dieser Frage jetzt zuteil wird und die sich 
auf Verlegung von in vitro leicht verlaufenden Zersetzungen der Cyanate 
in die Organismen griindet. So z. B. will W. R. Fearon in jiingster Zeit 
alle Ratsel der Harnstoff- und Ammoniakbildung durch die Annahme 
lésen, daB beide Stoffe aus Cyanaten entstehen®). 


Seit der Entdeckung der Beziehungen des Ammoniumcyanats zum 
Harnstoff ist die Frage, ob das Ammoniumcyanat als Vorstufe des Harn- 
stoffs bei physiologischen Vorgangen in Betracht kommt, wiederholt dis- 
kutiert worden. [Hoppe-Seyler (1874)*) und Salkowski (1877)5).] Hoppe- 
Seyler hielt die Harnstoffbildung aus Ammoniumcyanat der Cyanséure: 

2CNONH, = CO(NH,), 
CNOH + H,O = CO(NH,), + CO, 
im Organismus fiir eine sehr wahrscheinliche Hypothese, er bemerkt aber, 
daB bis dahin der entscheidende Nachweis der Cyanséure als Oxydations- 
produkt stickstoffhaltiger Substanzen fehlt. 

Nun scheint durch die Arbeiten von Fosse*) erwiesen zu sein, daB die 
bei Permanganatoxydation von allerlei stickstoffhaltigen Stoffen {EiweiB, 
Aminoséuren) sowie von stickstofffreien Substanzen (Glycerin, Kohle- 
hydrate) in Gegenwart von Ammoniak entstehenden erheblichen Mengen 
von Harnstoff unter intermediaérer Bildung von Cyanaten entstehen. 
Die intermediire Bildung von Cyanaten ist durch folgende Versuche sehr 
wahrscheinlich gemacht worden: wenn die Lésung der alkalischen Oxy- 
dationsprodukte mit Ammoniumsalzen stehengelassen wird, so wird da- 
durch die Ausbeute an Harnstoff bedeutend gesteigert, was nur durch die 
Anwesenheit von Cyanaten erklirt werden kann. AuBerdem ist es Fosse 
gelungen, aus den oxydierten Lésungen unldésliche Cyanate zu isolieren. 
Durch diese Beobachtungen gewinnt die Auffassung der Cyanate als Vor- 
stufe der physiologischen Ammoniakbildung an Wahrscheinlichkeit. 

Nicloux und Welter’) haben im Anschlu8 an die Beobachtungen von 
Fosse unternommen, die Anwesenheit von cyansauren Salzen im Blute 


oder 


2) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 1138, 1, 1926. 
3) Physiol. Rev. 6, 399, 1926. 

4) Physiol. Chem. 3, 374, 1877. 

5) Ber. d. deutsch. chem. Ges. 1874, S. 34. 

®) Bull. de la Soc. de chim. biol. 2, 4, 1920. 

7) C. vr. Acad. Se. 174, 1733, 1922. 
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direkt zu priifen. Ihre iiberaus klaren Versuche zeigten, da®B Zusatz von 
Cyanat und Chlorammonium zum Blute seinen Harnstoffgehalt nach Be- 
briitung erhéht, daB dagegen ein Zusatz von Ammoniumsalzen allein keine 
Anderung des Harnstoffgehalts bewirkt, die auBerhalb der Fehlergrenzen 
der analytischen Methoden lage. Durch die Arbeit von Nicloux und Welter 
wird klar bewiesen, daB im Hundeblut keine Cyanatmengen von der Gré#en- 
ordnung von | mg-Proz. vorhanden sind. 

Bald nach Erscheinen der Arbeit von Nicloux und Welter wurde die 
Frage nach dem Vorkommen von Cyanaten im Blute von den irischen 
Forschern W. R. Fearon') und E.G. Montgomery*) aufgenommen und in 
ganz anderem Sinne beantwortet. 

Wahrend Nicloux und Welter keine auBerhalb der Fehlergrenzen 
liegende Bildung von Harnstoff in mit viel Chlorammonium versetztem Blute 
beobachten konnten, stellte Montgomery ganz dhnliche Versuche am 
Kaninchenblut an und fand, daB nach 24stiindiger Bebriitung bei 43°, 
in einer Blutprobe, die auf 15 bis 20 cem Blut 0,2 g Ammoniumsulfat enthielt, 
der Harnstoffgehalt von 55,3 auf 56,4 mg-Proz. stieg. AuBer diesem Versuch 
fiihrte Montgomery noch zwei Versuche am Katzenblut aus und fand An- 
stiege, welche 1,4 bzw. 1,8 mg Zuwachs bei einem Gesamtgehalt von 60 mg 
Harnstoff in 100 cem Blut entsprechen. Der Autor sieht in diesen Ergebnissen 
eine Bestimmung der Cyanate im Blute und berechnet den Gehalt von 
0,78 mg HCNO in 100 cem Kaninchenblut und 1,04 bzw. 1,05 mg HCNO 
in 100 cem Katzenblut. Es werden also viel kleinere Schwankungen als 
diejenigen, die M. Nicloux und Welter als ihre Fehlergrenzen ansehen, von 
Montgomery einer Bestimmung von Cyanséure im Blute zugrunde gelegt. 
Diese Resultate, denen man bei kritischer Betrachtung keine reelle Be- 
deutung beimessen kann, werden spiter von Fearon in der Weise gedeutet, 
da8 auf Grund der Versuche von Nicloux im Hundeblut kein Cyanat, 
im Kaninchenblut dagegen auf Grund der Versuche von Montgomery 
Cyanat vorhanden sein soll. 


Bekanntlich zersetzt sich die Cyansadure in verdiinnten, wasserigen 
Lésungen nach der Gleichung 
HCNO + H,O = NH, + CO,. 


Diese Zersetzung konkurriert mit der Harnstoffbildung in ammonium. 
haltigen Lésungen, und es hangt von der Wasserstoffionenkonzentration 
ab, ob die Ammoniakbildung oder die Harnstoffbildung tiberwiegt. 
Wahrend Cyanate in alkalischer Lésung nur sehr langsam Ammoniak 
abspalten, zersetzen sie sich in saurer Lésung sehr schnell unter 
Ammoniakbildung. Aber auch in einer sauren Lésung (die z. B. 50 Proz. 
Essigsiure enthailt) wird aus dem abgespaltenen Ammoniak und dem 
unzersetzten Cyanation Harnstoff gebildet, so daB in cyanathaltigen 
essigsauren Lisungen die Harnstoffbildung durch Xanthydrol nach- 
weisbar ist. 2 Molekiile HC NO kénnen also entweder 2 Molekiile 
Ammoniumsalz oder 1 Molekiil Harnstoff bilden. Auf Grund dieser 
Zersetzungsméglichkeiten der Cyansaure hat Fearon (nach dem Vorgang 


1) Biochem. Journ. 17, 85, 1923; 18, 576, 1924. 
2) Ebendaselbst 19. 71, 1925. 














bate) W. Mozotowski u. M. Taubenhaus: 


von Montgomery) diese Substanz in den Mittelpunkt des Endstoff- 
wechsels N-haltiger Substanzen gestellt. Die Hypothesen, welche 
dieser Autor entwickelt hat), wollen wir hier nicht ausfiihrlich wieder- 
geben. Es ist fiir Fearon ohne weiteres klar, daB die reichlichere 
Ammoniakbildung im Blute vom Menschen, Kaninchen und Katze 
auf der Gegenwart von Cyanaten beruht, wihrend die geringe Ammoniak- 
bildung im Hundeblut einfach durch die Abwesenheit dieser Substanz 
erklirt wird?). Die ammoniakbildende Substanz und das Cyanation 
werden ohne weitere Diskussion identifiziert. Ahnliche Ideen hat, 
wenn auch vorsichtiger, C. Artom auf dem XII. PhysiologenkongreB 
in Stockholm ausgesprochen. 

Im Gegensatz zu dieser spekulativen Behandlung der Frage hat 
Eric Gottlieb®) den Zusammenhang zwischen Cyanaten und Ammoniak- 
bildung im Blute einer Experimentaluntersuchung unterzogen. Er 
zeigte am Hundeblut, daB nach Zusatz von Cyanat zu alkalisiertem 
Blute (px = 9) keine gréBere Ammoniakbildung erfolgt als ohne Cyanat- 
zusatz ; daB dagegen in stark angesiuertem Blute (py = 2) nach Cyanat- 
zusatz bedeutende Ammoniakmengen gebildet werden, die ohne diesen 
Zusatz ausbleiben. Die Genauigkeit der Ammoniakbestimmungen 
nach Henriquez und Gottlieb macht es sicher, daB im untersuchten 
Hundeblut auch nicht ein Zehntel der Cyanatmenge vorhanden ist, 
die Montgomery im Katzen- und Kaninchenblut zu finden glaubte. 
Dieses Resultat wird von Fearon nur als weitere Stiitze fiir die oben 
mitgeteilte Ansicht angefiihrt, daB im Kaninchen- und Katzenblut 
(Cyanate vorhanden sind, im Hundeblut dagegen fehlen. 

Dieser Stand der Frage veranlaBte uns, das Verhalten des Cyanations 


im Blute und seine néglichen Beziehungen zum Blutammoniak von neuem 


zu untersuchen. Es war nicht méglich, bei Untersuchungen iiber die 
Ammoniak-Muttersubstanz des Blutes an dieser Frage vorbeizugehen. 





1) Sie bilden den Inhalt eines in der Physiol. Rev. 6, 399, 1926 veréffent- 
lichten Artikels: The Biochemistry of Urea. 

2) W. R. Fearon aéuBert iibrigens unrichtige Ansichten iiber die 
Ammoniakbildung im Blute. Er sagt: ,,Blood drawn from certain animals 
such as man, the cat and the rabbit, has a low ammonia content, which may be 
in the region of zero, but which increases on standing to a figure three or four 
times the original value. Dog’s blood on the contrary does not show the presence 
of this labile ammonia-forming substance.‘ Wir méchten demgegeniiber 
bemerken, daB die Ammoniakbildung im Katzenblut bis jetzt noch nicht 
studiert wurde, da®B sie sich aber nach unseren Untersuchungen (vgl. 
VII. Mitteilung) genau so verhilt wie im Hundeblut, in welchem sie den 
anfainglichen Gehalt auf mehr als das 10fache steigert, und da®B die Er- 
héhung des Ammoniakgehalts im Menschen- und Kaninchenblut den 
urspriinglichen Gehalt nicht um das 3- oder 4fache, sondern um das 
80- bis 100fache erhéht (Physiol. Rev. 6, 426, 1926). 

3) Biochem. Journ. 20, 1, 1926. 
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Unsere Versuche, die Identitat oder die Verschiedenheit der 
ammoniakbildenden Substanz und des Cyanations festzustellen, wurden 
auf Grund folgender Uberlegungen angestellt: Wenn zu frischem. 
genuinem Blute Cyanat zugesetzt wird, und zwar in solcher Menge. 
daB der Stickstoff des Cyanats dem abspaltbaren Ammoniakstickstoff 
entspricht, so ist im Falle der Identitat beider Substanzen zu erwarten. 
daB die Ammoniakbildung mit gréBerer, vielleicht mit doppelter 
Geschwindigkeit fortschreitet und zu einem doppelt so hohen Endwert 
des Ammoniakgehalts fiihrt, denn entweder ist die Ammoniakabspaltung 
ein spontaner, von der Wasserstoffionenkonzentration abhingiger 
Vorgang, dann ist in einer so verdiinnten Lésung ein monomolekularer 
Verlauf der Reaktion zu erwarten. Ist aber die Reaktion an ein 
spezifisches Ferment gebunden, so ist eine Hemmung der Reaktion 
durch das Produkt (Ammoniak) auch nicht zu erwarten, und es ist 
von Parnas und Heller experimentell erwiesen worden, dab die 
Ammoniakbildung im Blute durch Zusatz von Ammoniumsalzen und 
Harnstoff weder gehemmt noch geférdert wird. Nun ist der Verlauf 
der Ammoniakbildung im Blute mit und ohne Cyanatzusatz aus 
folgenden typischen Experimenten zu ersehen: 


28. November. Einem Kaninchen wird Blut aus der Arteria carotis 
entnommen, mit Lithiumoxalat ungerinnbar gemacht und zu folgenden 
Versuchen angesetzt: I. 30cem Blut 3,7 mg KCNO. II. 10 cem Blut 
ohne Zusatz. UI. 10cem einer Phosphatmischung (pq = 7,35) und 
13mg KCNO. 

Die drei Fliissigkeiten wurden bei 22° unter Paraffinabschluls gehalten 
und wahrend 24 Stunden in entnommenen Proben die Ammoniakbildung 
verfolgt. 

Tabelle I. 
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Stunden seit Beginn des Versuches 
Abb. 1. 


1. Oktober. Einem Hund wird Blut aus der V. jugularis entnommen, 


mit Lithiumoxalat ungerinnbar gemacht und folgende Proben angesetzt: 


I. 10cem Blut + 2mg KCNO. 
Il. 10 ,, Blut ohne Zusatz. 
Ill. 10 ,, einer Phosphatmischung (pq = 7,35) + 2mg KCNO. 


Das Resultat ist aus Tabelle II und Abb. 2 zu ersehen. 








Tabelle II. 

, de may Ammoniakstickstoff in mgsProz. 
Temperatur 22°C 1. il. if iil. 

3 Min. — . 0,06 — 

25 . — a 0,06 

29 . 0,12 — _— 
1Std.35 . — - 0,06 
Se 2 0.13 — —_ 
Ps ~~ 0,14 — 
im. @& « 0,71 — _ 
eee — — 0,16 
ee ae —_ 0,62 —_— 
, fate Te 0.77 — — 
SS. 2 FF << _ 0.62 — 
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Abb. 2. 
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6. November. Blut aus der V. cubiti eines gesunden 30 jahrigen Mannes, 
Folgende Proben wurden aufgestellt: 
I. 10cem Blut + 13mg KCNO. 
IT. 10 ,, Blut ohne Zusatz. 
lil. 10 ,, einer Phosphatmischung (pq = 7,35) + 1,3 mg 
KCNO. 
Die Resultate sind in Tabelle III und Abb. 3 zusammengestellt. 


Tabelle III. 
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Ton nanan Ammoniakstickstoff in mg-Proz. 
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Andere Versuche sind aus Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle IV. 





| Kaninchen. 

jut aus der aa ees: — é 

Datum A. carotis ll I 
nach I. . , 


Ammoniakstickstoff in mg-Proz.; Temperatur 20° C 


45cem Phosphat- 
25cem Blut gemisch (py = 7,35) 
| 42.7 mg KCNO 5eem Blut + 49mg KCNO 
24 Stan. | 1.70 1.50 0.16 
6.4ccm Phosphat- 
5eem Blut gemisch 
| + 2.7 mg KCNO 5eem Blut + 35mg KCNO 
23.IX. 2% . 1,60 1,20 0,39 
48. 2.24 1.90 0.72 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





a ——. € Ammoniekstickstoll im mg-Proz.; Temperatur 20°C 
a I Ml. tl. 
10cem Phosphat- 
10 cem Blut gemisch 
+ 125mg KCNO 10cem Blut + 137mg KCNO 
27.1X.|| 2 . 2.55 1.82 0.84 
10cem Phosphat- 
, 10cem Blut gemisch 
| + 18mg KCNO 10cem Blut + 19mg KCNO 
27,.1X. || 2% . 2.02 1,82 0.17 


Es ist aus diesen Versuchen zu ersehen, daB die Ammoniakbildung 
im Cyanatblut sich additiv aus der Ammoniakbildung im genuinen Blute 
und der Cyanatspaltung bei p,, 7,35 zusammensetzt. Es zeigt sich 
aber auch, daB die Ammoniakbildung aus Cyanat in 24 Stunden gerad- 
linig verliuft und beim Kaninchen nur etwa ein Zehntel der Ammoniak- 
bildung des genuinen Blutes ausmacht. In diesem Versuch ist der 
Cyanatzusatz zum Blute so gewahlit, daB sein Stickstoff dem abspalt- 
baren Ammoniakstickstoff des genuinen Blutes entspricht. Beim 
Hunde ist der Verlauf der Kurve prinzipiell der gleiche; dem Blute 
zugefiigter Cyanatstickstoff iibersteigt allerdings den abspaltbaren 
Ammoniakstickstoff, jedoch bleibt die Ammoniakabspaltung aus dem 
Cyanat weit hinter der Ammoniakbildung im genuinen Hundeblut 
zuriick. Wiren also Cyanate mit der ammoniakbildenden Substanz 
des Blutes identisch, so miiBte die Menge der letzteren fiir die Bildung 
von 2 mg-Proz. NH,-N etwa 20 mg-Proz. betragen und es wire nicht 
einzusehen, warum die Reaktion bei 2 mg-Proz. NH,-N zu Ende 
kommt; és miiBten denn gleichzeitig etwa 18 mg Harnstoffstickstoff 
pro 100 cem Blut entstehen; dies erscheint aber auch auf. Grund der 
Zahlen der Versuche Monigomerys ausgeschlossen. Dieselben Resultate 
wurden am Menschenblut erhalten. 

Zur Methode der Versuche sei bemerkt, dab dje- Ammoniak- 
bestimmungen genau nach dem zuletzt von Parnas und Klisiecki 
beschriebenen Verfahren ausgefiihrt worden sind. Als Cyanat wurde 
ein KCNO-Priparat von De Haen verwendet, das aus wiisserigem. 
reinem Methylithylalkohol umkristallisiert wurde. Eine Lésung dieses 
Salzes, welches 30 mg in 100 cem Phosphatlésung (7,35), also 5,5 mg 
Stickstoff enthielt, zeigte bei der Destillation nach Parnas und Heller 
einen Ammoniakgehalt von 0,048 mg-Proz. NH,-N. Das Cyanat wurde 
auf der mikroanalytischen Wage abgewogen und in Substanz dem 
Blute zugesetzt. 

Die mitgeteilten Versuche zeigen also, dab die Ammoniakbildung 
aus Cyanat im Blute nicht anders verliuft als in einer Pufferlésung 
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von der gleichen Wasserstoffionenkonzentration und fiir Kaninchen- 
oder Menschenblut sehr viel geringer ist als die Ammoniakbildung im 
genuinen Blute. Ein noch viel gréBerer Unterschied zeigt sich aber im 
Verhalten des Cyanats und der Ammoniakmuttersubstanz nach Ent- 
eiweiBung des Blutes, was aus folgenden Versuchen ersichtlich ist. 


8. Oktober. Kaninchenblut aus der A. carotis. Folgende Proben 
werden aufgestellt : 

I. 5cem Blut werden sofort nach Entnahme in 10 cem Wasser 
haimolysiert, mit 1,.4mg KCNO versetzt und gleich darauf 
mit 5ecem 1l0proz. Natriumwolframat und 5cem #2/,n 
Schwefelsiure enteiweiBt. 

. Ebenso wie I, nur ohne KCNO. 

. 15cem destillierten Wassers werden mit 5cem Natrium- 
wolframat und 5 ccm ?/, n Schwefelséiure versetzt und dienen 
als Kontrolle. 

Alle drei Fliissigkeitsgemische werden filtriert und in 5 ccm Filtrat, 
welche 1 cem genuinen Blutes entsprechen, das Ammoniak bestimmt. Das 
Ergebnis zeigt Tabelle V. 

Tabelle V. 





Ammoniakstickstoff im mg-Proz. 


Zeit vom Beginn 
der Filtration an 


16 Min. 


25 0.18 
35 — — 
18 Stdn. 46 ; — 
is , 55 — 0,18 


Zu 2cem Filtrat I und IT wird darauf 4% cem n/10 HC! hinzugefiigt 
und nach einer halbstiindigen Inkubation bei 37° die Ammoniakbestimmung 
ausgefiihrt. Nach Beriicksichtigung der Verdiinnung ergibt sich in Probe I 
1,65 mg-Proz., in Probe II 0,19 mg-Proz. NH,-N. 


11. Oktober. Analog wurde bei einem zweiten Kaninchen ein weiterer 
Versuch angesetzt. 5ccm Blut wurden jetzt mit 2mg KCNO versetzt. 
Die Ergebnisse sind in Tabelle VI zusammengestellt. 


Tabelle V1. 





Zeit vom Beginn Ammoniakstickstoff in mg-Proz. 





der Filtration an ? | 


15 Min. 
19 
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Nach 24 Stunden wurden zu zwei Proben des Filtrats I] 0,5 ccm 
n/10 HCl bzw. 0,5 cem destillierten Wassers hinzugefiigt. Nach fiinf- 
stiindiger Inkubation bei 38° blieben beide Ammoniakwerte auf gleicher 


Hohe: 
I. 0,19 mg-Proz. NH,-N, 
II. 0,19 mg-Proz. NH,-N, 


berechnet auf 1 cem genuinen Blutes. 


6. Oktober. Analog wurde ein Versuch an normalem Menschenblut 
aus der Kubitalvene ausgefiihrt. Auf 5 ccm Blut kamen 1,4mg KCNO. 


Tabelle VII zeigt die Resultate. 








Tabelle VII. 

Zeit vom Beginn Ammoniakstickstoff in mg-Proz. 
der Filtration an poutniaiiiddibenindipitede 

I. IL. II. 

13 Min. 0.55 - — 

19 . — 0.14 = 
5 Per — 0,05 
18Stdn.40 . 1,50 a sas 
19 . _ — 0.16 — 
ia Ie _— — 0,07 
400 . 4 , 1.73 Aus ie 
40 . 40. — - 0,10 


Wenn eine Blutprobe, in welcher die spontane Ammoniakbildung 
noch nicht abgelaufen ist, mit Wolframsaure enteiweiBt wird, so bleibt. 
wie bereits friiher gezeigt worden ist, der Ammoniakgehalt auf dem 
Niveau, das er im Moment der EnteiweiBung erreicht hat. Es laB8t sich 
nicht sagen, ob die Siuerung oder die Entfernung kolloider Katalysa- 
toren die Ammoniakbildung zum Stillstand bringt. Fihrt man den- 
selben Versuch mit einer Blutprobe aus, die man mit Cyanat versetzt 
hat, so verhalt sich der Ammoniakgehalt ganz anders: das Cyanat 
wird unter diesen Umstianden schnell zu Ammoniak hydrolysiert und 
man sieht den Ammoniakgehalt des enteiweiBten Blutes sich rasch 
erhéhen. Fiigt man zum Filtrat einer genuinen und einer cyanat- 
haltigen Blutprobe verdiinnte Saure hinzu, so iibt sie auf das erstere 
gar keinen EinfluB aus, steigert aber die Geschwindigkeit der Ammoniak- 
abspaltung im Cyanatblut ganz bedeutend. Auch diese Versuche sind 
am Menschen- und Kaninchenblut, den Blutarten mit der reichlichsten 
Ammoniakbildung, ausgefiihrt worden. Sie beweisen aufs deutlichste. 
daB die Ammoniakbildung im Blute mit einer Zersetzung von Cyanaten 
nichts zu tun hat. Die Versuche, welche im angesiuerten und ent- 
eiweiBten Filtrat keine Ammoniakbildung zeigen, beweisen auBerdem 
folgendes: falls Cyanate im Blute enthalten sind, so kann ihr Gehalt 
héchstens in der GréBenordnung von wenigen hundertstel Milligrammen 
Cyanatstickstoff in 100 ccm Blut liegen, und die Cyanatvorrite des 
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Blutes sind fiir die Ammoniakbildung im Blute oder die Harnstoff- 
bildung im Organismus unerheblich. Wir kénnen in dieser Beziehung 
der Ansicht von Nicloux und Welter sowie von E. Gottlieb voll beistimmen. 

Es ist auch bemerkenswert, da8 — bei der Reaktion des Blutes — 
das aus der ammoniakbildenden Substanz. sowie aus dem Cyanat 
gebildete Ammoniak gar nicht oder nur in geringem MaBe von dem 
anwesenden iiberschiissigen Cyanation zur Harnstoffbildung abgefangen 
wird. Dies schlieBt auch die Anwesenheit von besonderen katalytischen 
Vorrichtungen im Blute aus, welche der Harnstoffbildung aus Cyanat 
und Ammoniak dienen wiirden und bei physiologisch méglichen 
Ammoniakkonzentrationen wirken kénnten. All dies schlieBt natiirlich 
eine Harnstoffbildung aus naszierenden Cyanationen im intermediaren 
Stoffwechsel der Zellen nicht aus, es gibt aber keine Tatsache, die 
einen solchen Mechanismus wahrscheinlich macht. 


Zusammenfassung. 


9s wird durch Vergleich der Ammoniakbildung im Blute von 
Mensch, Kaninchen und Hund und der Ammoniakabspaltung aus 
Cyanaten im Blute und im Filtrat des enteiweiBten Blutes bewiesen, 
daB die Ammoniakbildung auch nicht zu einem geringen Teile auf 
Cyanatspaltung zuriickzufihren ist. 

Die Ammoniakbildung gibt ebenso wie das Verhalten des Harn- 


stoffs im Blute nicht den geringsten Hinweis darauf, daB im Blute 
von Mensch, Hund oder Kaninchen Cyanate vorhanden wiren. 

Die Kosten dieser Afbeit sind aus einer Spende der Ella Plotz- 
Sachs-Foundation bestritten worden, die Prof. Parnas fiir Unter- 
suchungen iiber das Blutammoniak zur Verfiigung gestellt worden ist. 














Versuche, die Sterilisierung von Griinfutter durch Zufuhr 
fliissiger Stoffe zu erreichen. I. 


Von 
C. Brahm 
unter Mitarbeit von 


Gertrud Andresen und Ruth Prillwitz. 


(Aus dem tierphysiologischen Institut der Landwirtschaftlichen Hochschule 
Berlin.) 


(Eingegangen am 23. November 1926.) 


Uber den Wert und, die Vorteile der Dauersaftfutterbereitung 
herrscht heute wohl kaum mehr ein Zweifel. Dagegen bereitet 
die sachgemaBe Durchfiihrung der Konservierung auch heute noch 
Schwierigkeiten, die beherrscht und geiibt sein wollen, um ein 
gutes, haltbares Futter zu gewinnen. Man kann bei simtlichen in 
der Praxis eingefiihrten Einsiuerungsmethoden, ganz gleich, ob bei 
Kaltsilage, Warmsilage oder Elektrosilage, ob im Silo, in der 
Girkammer oder in der Erdgrube ausgefiihrt, immer wieder Fille 
beobachten, bei denen neben der normalen Milchsdiuregirung wilde 
Garungen auftreten oder Eiweibzersetzungen eintreten, die mit dem 
Auftreten von Essigsiure, Buttersiure, Propionsaure, Valeriansiure 
und anderen héheren Fettsiuren verbunden sind. Hierdurch leidet 
die Giite und Verwendungsmdglichkeit des fertigen Futters. Keines 
der bisher ausprobierten Verfahren bietet die absolute Gewahr 
dafiir, daB die Futterkonservierung immer einwandfrei gelingt, also 
wie eine chemische Reaktion, immer denselben Gesetzen folgend, 
sich vollzieht. Dafiir sind die Faktoren zu mannigfach, welche 
den ganzen Vorgang bedingen. Zunichst spielt die chemische Zu- 
sammensetzung der zu konservierenden Futtermassen eine grobe 
Rolle. Ob kohlehydratreiche oder eiweiBreiche Pflanzen das Aus- 
gangsmaterial liefern, ist von groBer Bedeutung fiir den Ablauf 





C. Brahm: Griinfutter. I. 97 


der Garung. Eine ebenso wichtige Rolle spielt der Reifezustand 
und der Wassergehalt der Pflanzen. Hinzu kommt die Beschaffen- 
heit der Silos oder Gruben, Luft- und Wasserdichtigkeit derselben, 
die Zerkleinerungsart der Futtermassen, die Form der Einlagerung 
in die Silos, ob lose oder fest geschichtet. Alle diese Momente 
sind von groBer Bedeutung fiir das richtige Gelingen der Kon- 
servierung. Wir miissen des weiteren bedenken, daB die Pflanzen 
nach dem Abmiahen nicht tot sind. Die Verbindung mit den 
Wurzeln, aus denen die Pflanzen den gréSten Teil ihres Niahrstoff- 
vorrates beziehen, ist zwar unterbrochen, aber automatisch stellen 
die Pflanzen ihre Lebenstatigkeit um und greifen in erhéhtem 
MaBe die in ihren Zellen aufgespeicherten Reservevorriite an. 
Es setzt infolgedessen in gesteigertem Mabe die intrazellulire 
Atmung ein, ein OxydationsprozeB mit einem gesteigerten Sauer- 
stoffverbrauch und einer erhéhten Kohlensiurebildung. Der durch 
den nach und nach eintretenden Zelltod ausgetretene Zellsaft liefert 
einen ausgezeichneten Niahrboden fiir die auf der Oberfliche der 
Pflanzen befindlichen Bakterien oder deren Sporen, die ihrerseits 
nun durch ihr Wachstum und die Wirksamkeit der wihrend ihres 
Lebensprozesses sezernierten Fermente die Zusammensetzung des 
Futters beeinflussen. Aus allem Ausgefiihrten ist ersichtlich, daB 
fiir ein tadelloses Funktionieren der Griinfutterkonservierung mit 
das wichtigste, Moment ist, die Beeinflussung des Pakterienlebens 
und der Fermentwirkungen in dis Hand zu bekommen und das- 
selbe in bestimmte Bahnen zu lenken, um die durch diese Vorgiinge 
bedingten Schidigungen und nicht unerheblichen Verluste auf das 
geringste MaB zu beschrinken. 

Die verschiedensten Vorschliage sind nach dieser Richtung gemacht 
worden. Ich erinnere nur an die Verwendung der das Pflanzenleben 
erstickenden Kohlensaure, an die Benutzung von Schwefelkohlenstoff, 
der schon im Jahre 1885 von (reter empfohlen und in neuerer Zeit 
durch die Firma Silo und Kulturtechnik A.-G. Dresden zur Erzielung 
einheitlicher Girungsvorginge angepriesen wird. Auch Dampfe von 
Ameisensiure sind ebenfalls fiir diese Zwecke vorgeschlagen. Neben 
diesen gasférmigen Kérpern wurde versucht, durch Zufuhr fliissiger 
Stoffe die Luftverdringung zu erzwingen und dadurch eine bessere 
Sterilisierung zu erzielen. Den neuesten Vorschlag in dieser Richtung 
machte Prof. Fingerling auf der dritten Mitgliederversammlung des 
Vereins fiir Futterkonservierung am 23. Februar 1926. Da die bisher 
in Deutschland gehandhabten Silageverfahren nur unter bestimmten 
Verhiltnissen, die im praktischen Betrieb durch die Eigenart der 
Futterpflanzen und infolge ungiinstiger Witterungsverhaltnisse nicht 
immer gegeben sind, die Bereitung einer guten Silage ermédglichen 
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und Fehlschlige nicht immer zu vermeiden sind, geht Fingerlings 
Vorschlag dahin, um den GarungsprozeB wieder in die Hand zu be- 
kommen, Salzsiure als Bekimpfungsmittel gegen die unerwiinschten 
Bakterienarten zu verwenden und dann die Oberfiiche der Futter- 
behalter nach der Fiillung durch eine Oldecke abzuschlieBen. Hierdurch 
soll nach den Angaben dieses Autors eine sicher wirkende Konser- 
vierungsmethode gegeben sein. 

Ich versuchte zunichst, in kleinen Glassilos Fingerlings Angaben 
nachzupriifen. Bei den Versuchen benutzte ich zunichst Weibkohl, 
da andere Futterstoffe noch nicht zur Verfiigung standen. Derselbe 
wurde zerkleinert und in Glaszylinder von etwa 10cm Durchmesser 
und 50cm Hdéhe eingedriickt. Zur Entfernung der Lufthohlriume 
wurde der Kohl in 0,1- bzw. 0,2 proz. Salzsiure eingepreBt. Es empfiehlt 
sich, zunichst den Behilter etwa zu einem Viertel mit der verdiinnten 
Salzsiure zu fiillen und dann die zerkleinerte Pflanzenmasse ein- 
zubringen und einzupressen. Im umgekehrten Falle entweicht die Luft 
nur sehr langsam. Die vollgefiillten Zylinder wurden dann mit einem 
passenden schweren Glasstopfen oder mit einer mit Quecksilber ge- 
fiillten Flasche beschwert und so viel Salzsiure nachgefillt, daB die 
Fliissigkeit die Kohlblatter véllig bedeckte. Dann wurde eine etwa 
10cm hohe Schicht fliissiges Paraffin aufgefiillt und die Zylinder 
sich selbst iiberlassen. Nach 3 Tagen setzte eine lebhafte Garung 
mit kraftiger Gasentwicklung ein. Uber die Menge und die Zusammen- 
setzung der bei diesem Garungsvorgang auftretenden Gase wird in 
einer weiteren Mitteilung berichtet werden. In Zwischenraumen von 
7 Tagen wurde in der iiberstehenden Fliissigkeit der Gehalt an Essig- 
siure und Buttersiure in freier und gebundener Form festgestellt 
und ebenso der Gehalt an Milchsiure. Die Bestimmung dieser orga- 
nischen Sauren erfolgte nach dem Verfahren von Ducleaux in der 
von Wiegner und seinen Mitarbeitern verbesserten Form. Die erhaltenen 
Saurewerte sind in den Tabellen Il und I] zusammengestellt. 








Tabelle I. 
WeiGkohl unter 0,1 proz. HCl. Angesetzt am 10. Marz 1926. 
neil * be 7 a Saft : 
17. IMT. 1926 | 24. TIT. 1926 31. 111. 1926 14. 1V. 1926 12. V. 1926 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 
Essigsiure frei... . 0.1184 0.1401 0,136 0.1414 0.1414 
Essigsiure gebunden. .  0,0311 0.0365 0.0403 0.042 0.042 
Butterséure frei... . 0 7) 0 “ 0 
Butterséure gebunden . “ “ a 7 ” 


Milchséure. ...... 0,523 0.6111 0.5147 0 543 0.543 
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Tabelle I. 
Wei8kohl unter 0,2 proz. HCl. Angesetzt am 10. Marz 1926. 





Saft 


17. III. 1926 24. 111. 1926 31. TIL. 1926 14. 1V. 1926 12. V. 1926 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 


0,0101 0,0106 0,0189 0.019 
Essigsiure gebunden. . “ 
Buttersdéure frei... . ” 
Buttersiure gebunden . “ 
Milchsaure . 0.7496 0.5288 0.4146 03824 0.3824 


Die Zusammensetzung des Anfangs- und Endproduktes und der 
am SchluB des Versuchs | iiberstehenden Fliissigkeit ist aus Tabelle ILI 
ersichtlich. 


Tabelle III. 





j PF WeiBkohl Uberstehende Flissigkeit 
| _. Endprodukt unter am Schlu8 des Versuchs 


| material 010 pros. | 0 — ees r : 
i} ve .10 proz. .20 proz. 0,10 proz. 0,20 proz. 
trisch Selzsi Salzsi Hel Hei 





Proz. Proz. Proz. Proz. 


94,46 96.42 98.45 98,79 
Trockensubstanz ... . 5.54 1,55 1,21 
Organische Substanz. . 5.31 ' 3,35 1,34 0,96 

0,70 0,33 0,30 
Fett... . 0,75 0,44 
Ts 2 6 «= of a-s 2,08 
N-freie Extraktstoffe . 1,78 

ae 0,23 . 0,25 

Essigséure, frei... . 0,1802 0,019 
Essigséure, gebunden. . 0,0608 “ 
Buttersaéure, frei... . 0,0024 “ 
Butterséure, gebunden . 0,0093 ” 
Milchsaure 0.3036 0,543 0.3824 


Da der zu den ersten orientierenden Versuchen benutzte WeiBkohl 
nur aus den inneren Blattern bestand und die Annahme berechtigt 
war, daB der Befall derselben mit Bakterien oder Bakteriensporen 
nur sehr gering war, wurde der Versuch mit einer hollindischen Weib- 
kohlprobe wiederholt. Als Konservierungsfliissigkeit diente 0,1 proz. 
Salzsiure. Die erhaltenen Saéurewerte des Saftes und des fertigen 
Futters sind in den Tabellen IV und V zusammengestellt. 

7* 
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Tabelle IV. 
Saft 
23. 1V. 1926 30.1V.1926 7. V.1926 14.V.1926 19. V. 1926 
Proz. Proz. Proz. Proz. Proz. 
Essigsiure, frei . . . 0,1773 0.1892 0.1903 0,2006 0.2111 
Essigsaure, gebunden | -. 00616 0,0632 0,0614 0,0614 0,0757 
Butterséure, frei . . i ” 7) ” Gl) 0,003 
Buttersaure, gebunden ‘ 0 “ 0 0 é 
Milchsiure. ...... 0.8888 1,1845 1,1667 1,100 1,1372 
Tabelle V. 
worries, Fetzer Uberstehende 
|| 19. V. 1926 eingesiuert Flissigkeit 
Proz. Proz. 
Essigsiure, frei... . 0.3165 0.2111 
Essigsiure, gebunden. . 0,1296 0,0757 
Buttersdure, frei. . . . 7) 0,003 
Butterséure, gebunden . 0 0 
Milchsfure ...... 0.4257 1,1372 


Inzwischen waren schon zu Einsauerungszwecken geeignete Futter- 
stoffe herangewachsen. Ich wahlte Rieselgras, welches mir als erster 
Schnitt in liebenswiirdiger Weise von Herrn Administrator Wegert, 
Stadtisches Gut Buch bei Berlin, zur Verfiigung gestellt wurde. Das- 
selbe war frisch geschnitten und wurde in ungehickseltem Zustande 
in die Behalter eingebracht. Genau wie bei den orientierenden WeiB- 
kohlversuchen wurde als Konservierungsflissigkeit 0,10- und 0,20proz. 
Salzsiure benutzt. Der Versuch begann am 12. Mai 1926. Das Ein- 
fiillen des Grases in die Zylinder geschah in der gleichen Weise, wie 
oben geschildert. Die Garung setzte innerhalb 24 Stunden ein. In 
der iiberstehenden Fliissigkeit wurden wieder in Zwischenriumen von 
7 Tagen die freien und gebundenen Fettsiuren und die Milchsiure 
bestimmt, die gleichen Bestimmungen wurden in dem fertigen Futter 
ausgefiihrt. Die erhaltenen Resultate sind in den Tabellen VI und VII 
zusammengestellt. 








Tabelle VI. 
Versuch mit 0,10 proz. HCl. Rieselgras. 
i] 
F 

Saft | — 
19. ‘19. V, 1926 27. V. 1926 | 3. VL1 1926 | | 10. Vi. Me wa ~~ _ 

Proz. Proz. Foes. _ } 
Essigsiure, frei. . . . 0.0973 0.1260 0.2372 0.2898 0.2499 
Essigsiure, gebunden. . 0.0429 0.0450 0.0983 0,1433 0,2895 

Butterséure, frei. . . . 0 “ 7) 6 6 


Buttersiure, gebunden . 6 


“ a a 6 
Milchsiure. ...... 0.5838 0.9496 1,0548 1,0118 0.7788 
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Tabelle VII. 


Versuch mit 0,20proz. HCl. Rieselgras. 





Fertiges 
Futter 


3. VI. 1926 10. VI. 1926 29, VI. 1926 
Proz. Proz. Proz. 


Saft 
19. V. 1926 | 27. V. 1926 
Proz. Proz. 


0,0529 0.1100 0.2180 0,1223 
0,0112 0.0205 0.1041 0.3323 


Butterséure, frei. . . . ” “ “” ” “” 


0.2050 
0.0875 


Essigsaure, frei 


Essigsiure, gebunden 


Butterséure, gebunden . 6 a “ ” ” 
Milchsaure , 0.6632 1,0368 0.9431 0.8203 0.6077 


Zur Kontrolle wurde der Versuch mit Rieselgras wiederholt, und 
zwar wieder mit 0,J0proz. Salzséiure. Dabei wurden nachstehende 
Saurewerte erhalten: 


Tabelle VIII. 





Saft 
4. VI. 1926 11. VI. 1926 
Proz. Proz. 


Futter 
29. VIL 1926 
Proz. 
0.1136 0.1057 0.1818 
Essigséure, gebunden 0.0431 9.0418 0,1182 

Buttersdure, frei. . . . 6 | “ “" 


Butterséure, gebunden . a 0 “ 
0.5900 1,0973 0.8983 


Essigsaure, frei 


Milchsaure 


Ein weiterer Versuch wurde dann noch einmal mit gehickseltem 
Rieselgras ausgefiihrt, und zwar einmal unter 0,10proz. Salzsiure, 


der Kontrollversuch unter Wasser. Es ergaben sich nachsitehende 
Saurewerte: 
Tabelle IX. 
Gehackseltes Rieselgras unter 0,10proz. HCl. 





Saft 
25. VI. 1926 | 6. VII. 1926 31. VIII.1926 
Proz. Proz. Proz. 
0.2353 
0.3208 


0.1603 
0.6173 


0.1488 
0.1557 


Essigsaure, frei 
Essigsdéure, gebunden . 


Buttersaure, frei . 


Butterséure, gebunden . 


Milchsaure . 


“7 
“7 
0.4062 


0,0086 
0.0085 
0.0669 
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Tabelle X. 
Gehackseltes Rieselgras unter Wasser. 





Saft 
25. VI. 1926 6. VI.1926  —-1, IX. 1926 
Proz. Proz. Proz. 

Essigsiure, frei... .... 0,056 0.1335 0,2659 
Essigséure, gebunden 0,321 0.3956 1,2640 
Butterséure, frei ...... ” ” 0.0084 
Buttersaiure, gebunden 0.0017 “ ” 

Milchsfure ....... 0.4421 0.2969 0.1039 


In der Tabelle XI ist dann noch ein Versuch mitgeteilt, der ebenfalls 
mit Rieselgras ausgefiihrt wurde. Derselbe begann am 8. Juli 1926 
und dauerte bis zum 2. September 1926. Das Gras wurde einmal unter 
Wasser, die Kontrollprobe unter 0,10proz. Salzsiure angesetzt. Es 
wurden nachstehende Saurewerte erhalten: 


Tabelle XI. 





Rieselgras unter 


Riesel t ~ 

eaaeate 0 pros, HC 
Proz. Proz. 
Essigdaure, frei 0,1194 0.1482 
Essigséure, gebunden 0,7192 0.3554 
Buttersaure, frei 0,0131 0.0085 
Butterséure, gebunden 0,009 1 0.0074 
Milchsfure ....... 0,3029 0.0067 


Bei den Versuchen, deren Ergebnisse in den Tabellen 1X bis XI 
zusammengestellt sind, machte sich ein Ubelstand bemerkbar, der den 
Garungsverlauf anscheinend stérend beeinfluBte. Durch die hohe 
AuBentemperatur begiinstigt, verlief die Garung ziemlich stiirmisch. 
Der Druck der entstandenen Gase war so stark, daB er die zusammen- 
gepreBten Pflanzenmassen und die als Beschwerungsmittel dienenden 
Glasstopfen hochtrieb, so daB ein Teil des Pflanzenmaterials zeitweise 
nicht durch Paraffin bedeckt war. Hierdurch wurde das Auftreten 
wilder Girungen begiinstigt und dadurch ein erheblicher Eiweib- 
abbau herbeigefiihrt. Besonders bei den Versuchen, bei denen die 


iiberstehende Fliissigkeit aus Wasser bestand, finden sich infolgedessen 
hohe Werte fiir gebundene Essigsiiure. Bei den ersten Versuchen 
mit Rieselgras, die in kleineren Glaszylindern ausgefiihrt wurden 
und bei denen die Pflanzenmassen durch mit Quecksilber gefiillte 
Flaschen beschwert und dadurch ein starkerer Druck ausgeiibt wurde, 
trat dieser Ubelstand nicht ein. 
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Aus den ersten orientierenden Versuchen mit WeiBkohl ist zu 
ersehen, daB die Konservierung unter verdiinnter Salzsiure die Garung 
tatsichlich in dem Sinne beeinfluBt, daB nur Essigsiure- bzw. Milch- 
siurebakterien fortkommen. Eine Buttersiiuregirung wurde in der 
iiberstehenden Fliissigkeit nie, im fertigen Futter nur in Spuren beob- 
achtet. Der Gehalt an Milchsaure blieb bei einer Salzsiurekonzentration 
von 0,10 Proz. waihrend des ganzen Garverlaufes annihernd konstant, 
wihrend bei der héheren Salzsiurekonzentration von 0,20 Proz. ein 
_ 8tetiges Absinken der Milchsiurewerte festgestellt werden konnte. Es 
sind zurzeit Untersuchungen im Gange, welche die chemische Isolierung 
der einzelnen Sauren bezwecken. Uber die Resultate wird in einer 
weiteren Mitteilung berichtet werden. Aus der Tabelle Ill, welche 
die Zusammensetzung der fertigen Futterkonserven enthilt, ersieht 
man, daB ein starker Abbau an organischer Substanz und besonders 
an EiweiB gegeniiber dem Ausgangsmaterial stattgefunden hat. Die 
Verluste betragen bei der schwiicheren Salzsiiurekonzentration 
22,62 Proz. an Trockensubstanz, 18,43 Proz. an organischer Substanz 
und 46,16 Proz. an Protein. Diese Verluste halten sich ungefaihr in 
den Grenzen, die Véliz und Dietrich bei ihren vergleichenden Versuchen 
zwischen Milchsiurereinkulturen, Wildsiuerung und Schweizer Ver- 
fahren fanden. Sie beobachteten in der gleichen Reihenfolge fiir 
organische Substanz 13,92, 17,10 und 22,9 Proz. Verlust. Bei der 
Konzentration von 0,20proz. Salzsiure sind die Verluste erheblich 
héher, nimlich 48,54 Proz. an opganischer Substanz. Die Verluste 
an Protein sind etwas geringer, nimlich 36,92 Proz. Der Gehalt der 
iiberstehenden Fliissigkeit an organischer Substanz und an N-haltigen 
Substanzen ist nicht unbetrichtlich. Fiir die Praxis diirfte es schwer 
sein, diese groBen Fliissigkeitsmengen zu bewaltigen. Das Ansteigen 
der Werte fiir Fett ist ohne Bedeutung, da es duBerst schwierig ist, 
das iiberstehende Paraffin quantitativ zu entfernen. 

Auch bei dem Kontrollversuch mit hollindischem WeiSkohl unter 
0,10proz. HCl konserviert, wurde keine Buttersiure festgestellt. Da- 
gegen zeigte sich ein konstantes Ansteigen der Essigsiurewerte sowohl 
in freier wie in gebundener Form, eine Beobachtung, die sich auch 
bei dem ersten Versuch findet, und zwar bei beiden untersuchten 
Salzsiurekonzentrationen. Dies diirfte wohl so gedeutet werden, dab 
weder die 0,10- noch die 0,20proz. Salzsiiure geeignet ist, dem Fort- 
kommen der Essigsiurebakterien Einhalt zu tun. Auch bei den Ver- 
suchen mit Rieselgras sehen wir fiir beide Salzsiurekonzentrationen 
wieder eine Unterdriickung der Buttersiuregirung, wihrend die Essig- 
siurebildung bei den gewihlten Salzsiurekonzentrationen nicht auf- 
gehalten werden konnte. Die in den Tabellen 1X und X mitgeteilten 
Versuche sollten den EinfluB der Zerkleinerung des Materials auf die 
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Girung zeigen, und zwar wurde das Rieselgras einmal unter Wasser 
und dann unter 0,10proz. Salzsiure konserviert. In den Zahlen kommt 
sehr deutlich zum Ausdruck, da8 eine Stérung der Girung eingetreten 
sein muB. Infolge der Hickselung wurde den Konservierungsfliissig- 
keiten gréBere Mengen Zellsaftes zugefiihrt, der ein ausgezeichnetes 
Nahrmaterial fiir die Bakterienflora darstellt. Begiinstigt durch die 
hohe Sommertemperatur, trat eine intensivere Girung ein, welche 
infolge der gesteigerten Gasentwicklung zusammen mit den als Be- 
schwerungsmittel dienenden Glasstopfen das gehickselte Rieselgras 
hochtrieb und dadurch den Schutz der aufliegenden Paraffinschicht 
aufhob. Ahnliche Beobachtungen konnte ich bei einem GroBversuch 
machen, iiber welche in einer weiteren Mitteilung berichtet werden soll. 
Ich méchte aber hier schon sagen, daB bei Versuchen im GroBen das 
Verfahren mir nur dann durchfiihrbar erscheint, wenn gleichzeitig 
eine Presse zum Niederhalten der Pflanzenmassen in Anwendung 
kommt. Sowohl der Versuch in Tabelle X wie der in Tabelle X1 zeigen, 
daB die Konservierung unter Wasser allein nicht zu guten Futter- 
konserven fiihrt. 

Fasse ich die Ergebnisse zusammen, so kann ich aus den Klein- 
versuchen folgern, daB der Vorschlag von Fingerling, die Konservierung 
von Futterstoffen mit Hilfe von 0,10: bzw. 0,20proz. Salzsiure durch- 
zufiihren, in gewisser Beziehung zu einem befriedigenden Resultat fiihrt. 
Es gelingt, die Buttersiuregirung durch die vorgeschlagenen Kon- 
zentrationen voéllig auszuschalten, dagegen ist die Salzsiure nicht in 
der Lage, das Auftreten der Essigsiuregirung zu unterdriicken. 

















Schicksal von Glykuronsiure und Galakturonsiure 
im tierischen Organismus. 


Von 
Rudolf Hiirthle. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Breslau.) 
(Bingegangen am 23. November 1926.) 


Die Befunde Btberfelds iiber die Unangreifbarkeit der Glykuron- 
siure im tierischen Stoffwechsel') sind von befreundeter Seite an- 
gezweifelt worden. Biberfeld verwandte zu seinen Versuchen einen 
nicht kristallisierenden Sirup, der nach dem Neubergschen*) sowie 
dem Lefévre-B. Tollensschen Verfahren*) zur Glykuronsauredarstellung 
gewonnen wurde, und es besteht die Méglichkeit, daB ein der Ein- 
fachheit wegen benutzter roher Sirup nur wenig oder zerse*zte Glykuron- 


siure enthielt. Der Nachweis der Glykuronsiure, damals nur auf 
polarimetrischem und titrimetrischem Wege (Bang) sowie nur mit 
den bekannten Farbenreaktionen vorgenommen, mu heute als un- 
geniigend angesehen werden, vielmehr muB sich jetzt jeder Ausspruch 
iiber das Glykuronsiureschicksal sowohl auf tadelloses Ausgangs- 
material, wie auf das gravimetrische C. Tollenssche Verfahren *) stiitzen 
kénnen, das allein eine Gewahr dafiir bietet, Glykuronsiure und nur 
diese zu bestimmen. 

Es wurden daher mit dieser Methodik die Versuche Biberfelds 
noch einmal aufgenommen, um so mehr, als unterdessen eine neue 
Methode der Glykuronsiauredarstellung®) uns ein verlaBliches Ausgangs- 


1) Diese Zeitschr. 65, 480, 1914. 

2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 88, 3315, 1900. 

%) Ebendaselbst 40, 4513, 1907. 

‘) Zeitschr. f. physiol. Chem. 61, 102, 1909. 

5) F. Ehrlich und Rehorst, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 58, 1575, 1925. 
Prinzip: Die Glykuronsdéureverbindung (Mentholglykuronsaéure) wird nicht 
unter Druck, sondern auf dem Wasserbad mit verdiinnter Schwefelséiure 
gespalten. Durch iiberschiissiges Barium wird die Schwefelsdiure entfernt 
und gleichzeitig die Glykuronséure in ihr Bariumsalz iibergefiihrt. Durch 
Alkohol wird das Bariumsalz gefallt und mit Schwefelséure die Glykuron- 
siure aus demselben frei gemacht. 
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material von genau charakterisierten Eigenschaften gewihrleistet 
(Schmelzpunkt, Drehung, Elementaranalyse). Zunichst haben wir 
uns tiberzeugt, dab die C. Tollenssche Methodik bei Zusatz von kristalli- 
sierter Glykuronsiure zum Harn die verlangten analytischen Zahlen 
liefert. 

Beispiel. Harn enthielt in 100 cem 0,121 g Glykuronsaure, berechnet 
aus Furfurol liefernder Substanz. Zu 100 ccm desselben Harns hinzugefiigt 
0,083 g kristallisierte Glykuronsiure. Gefunden: Glykuronséure 0,202 g, 


verlangt 0,204g. Differenz: gefunden 0,081 g Glykuronséure, verlangt 
0,083 g Glykuronséiure. Ausbeute = 97,5 Proz. 


Nun wurden Tierversuche angestellt. Die unten angegebene Menge 
Glykuronsiure') wurde, in Wasser gelést und mit Na,C O, neutralisiert, 
den Tieren subkutan in 20 ccm am Haupttage (b) injiziert und der 
Harn der darauf folgenden 24 Stunden sowie eines Vor- und Nach- 
tages (a bzw. c) auf seinen Gehalt an Glykuronsiure untersucht (siehe 
Tabelle 1). 





Tabelle I. 
Ausgesch. 
Glykuron- 
Tier Tag  — ot b—s Trommer ee Polarimetrisch 
Furfurol- 
phloroglucid g 
1. Kaninchen, 1800 t{ @ 0.266 | — 1 sg 
erh. 0,35g Glykuron-; b 0.224 +0058 — ok cin 
séure 0.19 pro kg e 0235 | = } +¥ 
2. Hiindin, 8000 g, erh. a 0.269 l — = oo 
0,7 g Glykuronséure| b = 0.328 +0059 — + ome 
008 prokg |! c 0242 | va na wet 
3. Kaninchen, 2600 g, 0.177 | 
erh, 1,7 g Glykurons. “en LO7 er ; Pua set 
Na-14¢G poner | yo | + 0,702 in pats my 2. 
siure - 0,54 pro kg ’ kuronsaure 
4. Hiindin, 3800g erh.( a 0,090 | — _— — 
2,.2g Glykuronsdure; b 0,980 /+ 0890 ++ +- _, imsges. + yl 
058 prokgjz | c¢ 0112 | “ —- | =e oe 


Der Vollstandigkeit halber wurde mit dem Harn die Reduktions- 
sowie die Naphthoresorcinprobe angestellt und die polarimetrische 
Untersuchung vorgenommen. Die polarimetrische Berechnung aus- 
geschiedener Glykuronsiure geschah unter der Voraussetzung, 


1) Die Glykuronséure wurde aus Mentholglykuronsaure, die nach dem 
iiblichen Verfahren aus Kaninchenharn gewonnen wurde, zum gréBten Teil 
von Herrn Dr. Rehorst in liebenswiirdiger Weise hergestellt, wofiir auch an 
dieser Stelle nochmals herzlichst gedankt sei. 
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daB die Drehung der Siiure im Harn die gleiche wie in Wasser sei 
({a];, + 36,3°)1), 

Der Hauptwert wurde jedoch auf die gravimetrisch erfaBbare 
Ausscheidung gelegt. 

Die beiden ersten Versuche, in denen die Tiere nur geringe Mengen 
der Substanz erhielten (0,19 bzw. 0,08 g pro Kilogramm), zeigen zwar 
eine Ausscheidung von Glykuronsiure, die auBerhalb der tiglichen 
Schwankungen liegt (nach eigens hierfiir angestellten Versuchen be- 
tragen diese bis zu 25 Proz.); diese Ausscheidung ist aber sehr gering. 
Bei Darreichung groBer Gaben von Glykuronsiure (etwa 0,5 g pro 
Kilogramm in den Versuchen 3 und 4) verliB®t jedoch ein groBer Teil 
derselben unverbrannt den Kérper, in Versuch 3 die Hilfte der 
zugefiihrten Glykuronsiure. Daraus folgt, daB die Glykuronsiure — 
trotz ihrer nahen Verwandtschaft zur Glykose! — eine vom tierischen 
Organismus schwer angreifbare Verbindung ist. 

Dieser SchluB erhielt durch folgenden Versuch noch eine weitere 
Stiitze: Wenn der Organismus nicht imstande ist, die in der Glykuron- 
siure vorhandene chemische Energie auszunutzen, die Glykuronsiure 
also sich hierin von der ihr so nahestehenden Glykose prinzipiell unter- 
scheidet, dann miiBte es unméglich sein, nach Insulindarreichung ent- 
stehende Kriimpfe durch Glykuronsaéurezufuhr zum Verschwinden zu 
bringen, was ja durch Zufuhr von Glykose prompt gelingt. 

Versuch. Kaninchen, hat 24 Stunden gehungert, am Versuchstage 
1600 g. 9 Uhr morgens, 11 Uhr morgens je | Insulineinheit (Welcome). 
12 Uhr 40 Minuten heftige Krimpfe; sofort 0,33 g Glykuronsiéiure (mit 
Na,CO, neutralisiert) in 5 cem intravenés. Tier bleibt halbschrag liegen, 
ab 12 Uhr 43 Minuten dauernd Zuckungen, Kopf sinkt auf die Unterlage, 
12 Uhr 50 Minuten heftigste Krimpfe. Sofort 0,45 g Glykose intravendés. 
Tier richtet sich auf, lauft bald umher, zeigt FreBlust. Bis 1 Uhr 30 Minuten 
keine Krampfe; bekommt Futter. 

Die oben ausgesprochene Erwartung traf ein: Glykuronsiure ist 
nicht imstande, Insulinkrimpfe zu paralysieren. 

Aus den bisherigen Darlegungen geht somit hervor, dab, ver- 
glichen mit der oxydativen Fahigkeit des Kérpers, Glykose zu zerstéren, 
diese Fihigkeit fiir das rein chemisch nichste Oxydationsprodukt der- 
selben auf ein so geringes MaB eingeschrankt ist, daB der SchluB der 
Bihberfeldschen Arbeit, Glykuronsiure sei kein normales Oxydations- 
produkt des Zuckers im tierischen Organismus, aufrecht zu halten ist. 

Es wurde nun noch ein Versuch mit kristallisierter Galakturon- 
siure®), die aus Pektinstoffen gewonnen war, angestellt. Diese Sub- 


1) Siehe F. Ehrlich und Rehorst, a. a. O. 
2) E. Ehrlich und v. Sommerfeld, diese Zeitschr. 168, 263, 1926; 
F. Ehrlich und Schubert, diese Zeitschr. 169, 13, 1926. 








: 
: 
: 
| 
. 


108 ___iR. Hiirthle: Schicksal von Glykuronsdéure und Galakturonsaure usw. 


stanz hatte uns Herr Prof. F. Ehrlich freundlicherweise zur Verfiigung 


gestellt. 
Tabelle II. 





Ausgesch. 
Furturol- 


Tier Teg ~~~ & b—s Trommer — Polarimetrisch 


Galakturon- 
Saure in g 8 


Hiindin, 8000g. erh.j a 0,224 - — 
05g Galakturon- b  =0,456 +0,232 — ” ia 
saiure 0.06 prokg| c 0.187 | . one - 


Die Bestimmung der Galakturonsdure geschieht nach demselben 
Verfahren wie fiir die Glykuronsiure, sie liefert in genau der gleichen 
Weise Furfurol. Der Versuch zeigt, daB fast die Halfte der zugefiihrten 
Galakturonsiure ausgeschieden ist. Vergleichen wir diesen Versuch 
mit Versuch 2 (Tabelle 1), in dem ein Hund 0,08 g Glykuronsiure pro 
Kilogramm erhielt, also mehr Substanz als hier, und dabei fast nichts 
ausschied, so finden wir, daB der Organismus Galakturonsiure noch 
viel schwerer zu zerstéren vermag als Glykuronsiure. Dieser Befund 
ist ein Analogon einmal zu dem Befunde Hoj/meisters'), der zeigte, 
daB das Assimilationsvermégen fiir Galaktose (im Vergleich zur Glykose) 
sehr gering ist (beim Hunde), ferner zu dem Befunde C. Voits?), nach 
dem die Leber aus der gleichen dargebotenen Menge Galaktose (im 
Gegensatz zur Glykose) nur verschwindend wenig Glykogen anzusetzen 
imstande ist. 

Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, wofiir ich meinen besten Dank 
abstatte. 


1) Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 25, 240, 1889. 
2) Zeitschr. f. Biol. 28, 245, 1891. 





Uber die Schutzwirkung 
des Saponins bei Insulin gegen Fermente. 


Von 
F. Laseh und S. Briigel. 
(Aus dem pharmakognostischen Institut der Wiener Universitat.) 
(Eingegangen am 23."November 1926.) 


Die perorale Verabreichung von Insulin war bis jetzt hauptsachlich 
aus dem Grunde nicht méglich, weil die Fermente des Magen-Darm- 
traktes, und zwar Pepsin und Trypsin, dasselbe unwirksam machen. 


Schon Mac Leod') glaubte schlieBen zu diirfen, daB die perorale Nicht- 
wirksamkejt des Insulins auf die Zerstézung durch Pepsin und Trypsin 
zuriickzufiihren sei. Witzemann und Livshis*) konnten eine Zerstérung 
von Insulin durch Pepsin, Trypsin und Papayotin zeigen, gekocht waren 
diese Fermente auf Insulin ohne jede Wirkung. Nach Untersuchungen von 
Shonle und Waldo*) wirken auch Papain und Erepsin zerstérend. Neuer- 
dings haben Epstein und Rosenthal‘) ausgedehnte Untersuchungen, nament- 
lich iiber den Einflu8 des Trypsins auf Insulin vorgenommen. Sie fanden, 
daB8 eine klinische Einheit Insulin durch 3 mg Trypsin bei einer px 7,0 
inaktiviert werde. Durch Anséuern (pq < 4,6) werden beide Teile wieder 
getrennt und das Insulin wieder wirksam. Diese Reaktivierung ist auch 
bei 37° noch bis 42 Stunden nachher méglich. Die Hemmung von Insulin 
durch Trypsin trat sowohl in vitro als auch in vivo auf. Durch eine, der 
Insulininjektion vorangehende, getrennte Einspritzung von Trypsin allein 
konnte die Insulinwirkung unterdriickt werden. EZpstein und Rosenthal 
glaubten aus ihren Versuchen schlieBen zu diirfen, daB die neutralisierende 
Wirkung des Trypsins auf das Insulin im Kérper stattfinde und nicht proteo- 
lytischer Natur sei, sondern daB es sich eher um eine chemische Bindung, 
ahnlich wie bei Trypsin und Safranin handle. Wegen der naheren Literatur 
verweisen wir auf die Monographie von Grevenstuck und Laqueur®). 


Im Verlauf einer Untersuchungsreihe iiber die Méglichkeit, Insulin 
peroral resorbierbar zu machen, bedienten wir uns auch der Saponine, 


1) Mac Leod, Lancet 205, 198, 1923. 

2) Witzemann und Livshis, Journ. of biol. Chem. 57, 425, 1923. 

3) Shonle und Waldo, ebendaselbst 58, 731, 1924. 

*) Epstein und Rosenthal, Amer. Journ. of Physiol. 70, 225, 1924. 
5) Grevenstuk und Laqueur, Insulin. Miinchen, Bergmann 1925. 
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und zwar auf Grund ihrer resorptionsférdernden Eigenschaften. Hin- 
sichtlich der Pharmakologie derselben sei auf die ausfiihrliche Arbeit 
R. Wasickys') verwiesen. 

Bei diesen Versuchen machten wir die iiberraschende Feststellung, 
daB Saponinum purum albissimum Merck (wir haben vorerst nur 
dieses in den Bereich unserer Untersuchungen gezogen) Insulin voll- 
kommen vor den Einwirkungen von Pepsin und Trypsin in vitro und 
in vivo zu schiitzen vermag. Es gelang uns auch tatsichlich, durch 
Reigabe von 0,5 g Saponinum purum albissimum Merck Insulin peroral 
bei Tier und Mensch resorbierbar zu machen und eine linger dauernde 
Senkung des Blutzuckers hervorzurufen. Hieriiber ist bereits andernorts 
berichtet worden*). Wir haben nun eingehende Versuche iiber die 
antifermentative Wirkung des Saponinum purum albissimum Merck 
in Hinsicht auf das Insulin vorgenommen, die nachstehend mitgeteilt 
werden. 

Von Fermenten zogen wir Pepsin und Trypsin in den Eereich 
unserer Untersuchungen. Es war von vornherein unbedingt auf die py, 
bei der die einzelnen Fermente auf Insulin wirken, genau zu achten, 
auBerdem die Wirksamkeit von Insulin auf der gleichen py festzustellen 
und endlich die insulinartige Wirkung von Saponin allein auszuschlieBen. 
Insulin wird in saurer Lésung fast gar nicht, jedoch durch langeres 
Verweilen in alkalischer Lésung inaktiviert (Literatur bei Lagueur)*). — 
Von allen Alkalien hat Na,CO, den geringsten EinfluB auch bei 
langerem Verweilen auf Insulin. Wir verwendeten daher zur Her- 
stellung der Pufferlésung fiir die Trypsinversuche Natriumcarbonat- 
lésungen, und zwar derart, daB Trypsin auf das Insulin bei einer py 
von 7,5 einwirkte. Pepsin gelangte in salzsaurer Lésung bei einer 
pu von 2,8 auf Insulin zur Wirkung. Als Fermentpriparate nahmen 
wir Pepsinum purissimum von Parke und Davis und Trypsinum 
purissimum Merck, als Insulin solches von Burroughs und Wellcome 
(0,5 cem enthalt 10 klinische Einheiten), als Saponin Saponinum purum 
albissimum Merck mit dem himolytischen Index 1 : 20,275 (bei Ratten- 
blut). 

Die Versuchsanordnung war derart, daB immer zwei Versuche 
gleichzeitig vorgenommen wurden. Es wurden zwei sonst vollkommen 
gleiche Lésungen von Trypsin oder Pepsin, Insulin und Pufferlésung 
hergestellt, in der einen eine geringe Menge (10 mg) Saponin gelést 
und beide Lésungen eine bestimmte Zeit im Wasserthermostaten bei 
der entsprechenden Temperatur belassen. Darauf wurden beide Lésungen 


1) Wasicky, Wien. klin. Wochenschr. 1926, Nr. 38, S. 1095. 

2) Lasch und Briigel, Wien. klin. Wochenschr. 28, 1926; Arch. f. exper. 
Pathol. u. Pharm. 1926 (im Druck). 

8) Grevenstuk und Laqueur, 1. c. 
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auf ihre noch vorhandene Insulinwirkung bei annahernd gleich schweren 
Tieren und den gleichen Dosierungen untersucht. Zur Feststellung 
der Insulinwirkung bedienten wir uns der biologischen Methode, indem 
der Blutzucker vorerst niichtern und im Anschlu8 an die subkutane 
Injektion zuerst halbstiindlich und dann in stiindlichen Intervallen 
bis zu 3 Stunden untersucht wurde. Aus einem Absinken des Blut- 
zuckerspiegels konnte auf eine Insulinwirkung annihernd quantitativ 
geschlossen werden. In entsprechenden Kontrollversuchen iiberzeugten 
wir uns, daB einerseits Insulin bei véllig gleicher Versuchsanordnung 
in der entsprechenden px, wie sie in den Hauptversuchen verwendet 
wurde, seine Wirksamkeit véllig entfalte. AuBerdem konnten wir 
nachweisen, daB weder die verwendete Menge Saponin, noch die Puffer- 
lésungen von entsprechender py selbst irgend einen Einflu8 auf den 
Blutzucker ausiibten. Wir haben uns ferner stets von der Wirksamkeit 
der verwendeten Fermentpraparate in taglichen in-vitro -Versuchen 
auf Caseinhydrolyse tiberzeugt. 

Den Blutzucker bestimmten wir nach Bang I], die pq mit der 
kolorimetrischen Methode mittels Indikatorenreihen nach L. Michaelis. 
Die Blutzuckerwerte sind stets Mittelwerte aus zwei gut iiberein- 
stimmenden Analysen. Wir haben die Wirksamkeit des Insulins an 
Kaninchen, Hunden und auch in mehreren Selbstversuchen an gesunden 
Menschen gepriift, um uns von der Gleichartigkeit der antifermentativen 


Wirkung des Saponins bei allen Versuchsobjekten tiberzeugen zu kénnen. 


I. Versuche mit Pepsin. 


Die Pepsinlésung war Iproz. in n/2 HCl gelést. Es wurden fiir die 
Versuche stets folgende Lésungen verwendet: 
Lésung I: 0,25 cem Insulin, 
0,50 ,, salzsaure Pepsinlésung, 
0,25 ,, Aqua dest. 
Lésung IT: 0,25 ccm Insulin, 
0,50 ,, salzsaure Pepsinlésung, 
0,25 ,, Aqua dest., in diesem 10mg Saponinum 
purum albissimum Merck geldst. 
Lésung K;: 0,5 ccm n/2 HCl, 
0,25 ,, Insulin, 
0,25 ,, Aqua dest. 
Lésung Ky: 0,01 g Saponin, 
1,0 ccm Aqua dest. 


Die Lésungen wurden taglich stets frisch bereitet, hatten beide die 
pu = 2,8 und wurden 15 Minuten bei einer Temperatur von 38° im Wasser- 
thermostaten gehalten. In einer Anzahl von Versuchen injizierten wir 
diese Lésungen auch 1 bis 2 Minuten nach ihrer Bereitung ohne Erwirmen. 
Es konnte kein Unterschied gegeniiber den im Wasserbad belassenen ge- 
funden werden. Die Versuchstiere und Menschen waren vorher 12 bis 
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15 Stunden véllig ohne Nahrung und Fliissigkeitszufuhr. Es wurden stets 
an einem Tage zwei Tiere, das eine mit, das andere ohne Saponin injiziert. 
Am niachsten Tage wurden die gleichen Tiere mit den vertauschten Lésungen 
injiziert (es erhielt demnach das Tier, welches am Vortage Lésung I er- 
halten hatte, jetzt Lésung II und umgekehrt), um uns von der gleichen 
Reaktionsweise iiberzeugen zu kénnen. Injiziert wurden stets, wo nichts 
anderes angegeben ist, 0,5ccm jeder Lésung subkutan (das sind 2,5 kli- 
nische Einheiten). 

Die Versuchsergebnisse seien nachstehend tabellarisch iibersichtlich 
wiedergegeben. 

Tabelle I. 
Versuche an Kaninchen. 





Gee Gewicht Datum | Injizierte Mateecberwests t @ttes. 


* || schlecht 





- a, 
Sung | vorher | nach 30’| nach 60’ | nach 120° nach 180’ 


1 2 2200 4.VII. I | 0.155 *) 0.157 0,155 
5. VII. II Ka | 0,137*) 0.086 0,112 
Zi of 1800 65. VII. I 0.137 *) 0.139 . 0.139 
4. VII. IL Ka 0,120 0,064 0,112 
3. of 1500 «=7.VII. I 0,203 *) 0,121 0,160 
8. VII. I 0,123 0.121 0,123 
4 ¢ 1700-8. VII. Il Ka_ 0,178 0.101 0,144 
7.VII. I 0,121 0,120 0,121 
5 9 2250 9<.VII. I 0,115 0,111 0,115 
8. VII. Il 0,120 0,065 0,110 
6 Q 1800 10. VII. IlKa 0,117 0,054 0,101 
11..VII. I 0,111 0.111 0.113 
7 rou 2200 «=11VIL I 0,117 0117 0,117 
10. VII. II 0.110 0 064 0,046 


8 2 1800 20. IX. I 0.093 0.103 0,098 0,105 
21. IX. Il 0,148 0.143 @.117 0,085 **) 
9 o 1900 20. IX. II 0 085 0046 0039+) 0.103 
21. IX.| I 0.085 0094 0.096 0 086 
10 2 2200 22. IX. I 0,096 0.082 0.042 0,032 
23. IX.| I 0,078 0.074 0,084 
Ka = die Lésung wurde sofort nach der Bereitung ohne Verweilen im Wasserbad injiziert. 


*) Die Tiere waren nicht niichtern. — **) + Hypoglykimie. — +) Sehr starke Krimpte, 
10ccm Trauberzucker i. v.. 40ccm Traubenzucker s.c 


Tabelle IT. 
Versuche an Hunden. 





Ge iG icht. Datum | Injisierte Blutzuckerwerte in g-Proz. 





as a 
N®- || schlecht 1926 Lésung  vorher | nach 30’ nach 60’ | nach 120’ nach 180’ 
1 92 5.0 15. VII. I 0.099 0,087 0,095 
16. VII. II 0.097 0050 0,082 
2 10.0 15. VII. It 0097 0053 0.082 
16. VII. I 0.095 0096 0.095 
3 56.0 18. VII; K I 0098 0050 0.070 


60 | 2 X.) I 0092 0060 0053 0.042 
3. X. II 0078 0082 | 0,092 0.092 
120 2 X,| II 0104 0,103 | 0.100 0,103 
3. X.| 


? 
4 2 
2] ¢ 5,0 20.VII., KITT 0.090 0.088 0,090 
4 , 
? 
I 0.080 0,053 | 0,046 0,032") 


*) Hypoglykamische Symptome. 
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Tabelle III. 
Versuche an Menschen. 
Nr. Ge Ge. meee itstetey ae _Blstsuckerwerts in gPros. Pe ih 
und hiecht wich | Lésung —___— — 
Alter SMB") ig 196 lecm  vorher = nach 30’ nach 60’ nach 120’ nach 190’ 


1B. o 642) 10.X. IL | 0,107 0,071 0,060*) 0,082 
20 J. 1X. I 0078 0.082 06.081 0,083 
2b. o 70 1.X. I 0092 00389 0091 0.087 
29 J, 1X. IL 0,082 00537) 0.0444) 


*) Starkes Unwohlsein, jedoch voriiberg.hend. — +) Bereits nach 30’ sehr starker hypos 
glykamischer Symptomenkomplex, der erst nach reichlichem Essen verschwindet. 


Diese Tabellen zeigen eindeutig, daB durch Beigabe von 10mg 
Saponinum purum albissimum Merck bei sonst gleichen Bedingungen 
und Kontrollversuchen die Inaktivierung oder Zerstérung von Insulin 
durch Pepsin ausgeblieben ist. Es trat in allen Versuchen, bei denen 10 mg 
Saponin den Lésungen beigegeben waren, ein starker Blutzuckerabfall und 
bei einem Teil auch hypoglykamische Krimpfe ein (letztere konnten durch 
Traubenzuckerzufuhr prompt beseitigt werden). Ohne Saponinzusatz 
wurde das Insulin in allen Versuchen durch Pepsin véllig unwirksam ge- 
macht. Die Wasserstoffionenkonzentration von 2,8 hatte, wie die Kon- 
trollen zeigen, allein keinen EinfluB auf die Wirksamkeit des Insulins. 
Durch Saponin wurde diese py nicht veraindert und hatte das Saponin 
selbst wie auch eine Lésung von px 2,8 allein keinen EinfluB auf den 
Niichternwert des Blutzuckers bei Tier und Mensch. Die Differenz des 
Blutzuckerausgangswertes und des tiefsten Standes « lben war, wie wus 
den Tabellen ersichtlich ist, bei gleicher Dosierung in’ allen Versuchen fast 
véllig konstant. 


II. Versuche mit Trypsin. 


Die Trypsinlésungen waren Iproz. in destilliertem Wasser. Fiir die 
Versuche wurden folgende Lésungen verwendet. 
Lésung I: 0,25 cem lproz. Trypsinlésung, 
0,25 ., Insulin, 
0,50 ,, 0,lproz. Natriumecarbonatlésung. 
Losung II: 0,25cem Ilproz. Trypsinlésung, 
0,25 ,, Insulin, 
0,50 ,, 0,lproz. Natriumcarbonatlésung, in welcher 
10 mg Saponinum purum albissimum Merck 
gelést waren. 
Lésung Ky: 0,25 cem Aqua dest., 
0,25 ,, Insulin, 
0,50 ,, O,lproz. Na,CO,-Lésung. 


Die Lésungen wurden taglich frisch bereitet, hatten eine pq von 7,4 
und wurden 60 Minuten im Wasserbad bei 40° gehalten. Auch hier haben 
wir in einer Anzahl von Versuchen die Lésungen | bis 2 Minuten nach ihrer 
Bereitung injiziert. Wir haben auch hierbei keinen Unterschied gegeniiber 
den im Wasserbad gehaltenen Lésungen feststellen kénnen. 

Im iibrigen war die Versuchsanordnung véllig wie die bei den Versuchen 
mit Pepsin. Die Blutabnahmen erfolgten niichtern vor der Injektion, 
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30 Minuten nachher und weiter in Stundenintervallen bis 3 Stunden. uch 
bei diesen Untersuchungen wurden stets zwei Tiere verwendet. Am ersten 
Tage erhielt das erste Tier Lésung I, das zweite Lésung II, am niachsten 
Tage das erste Tier Lésung II, das zweite LésungI, um auch hier eine 
méglichst gleiche Reaktion zu bekommen. Die Tiere waren anndhernd 
gleich schwer, die Dosis war bei beiden die gleiche, und zwar, wo nichts 
anders angegeben ist, 0,5cem der entsprechenden Lésung (das sind 
2,5 klinische Einheiten). Nachstehend seien die Ergebnisse tabellarisch 
iibersichtlich wiedergegeben. 


Tabelle IV. 


Versuche an Kaninchen. 





a ae Blutzuckerwerte in g-Proz. 
Gee Gewicht) Datum _ Injizierte yesh a 8 views 


Nr. 7 — — 
schlecht Lésung vorher nach 30’ nach 60’ nach 120’ nach 180’ 


1926 

1 g 2550 «12. VIT. I 0,119 O17 O.117 

13.VII. If 0,116 0,059 0,113 
2 g 1800 12. VII. II 0,106 0.065 0,103 

13. VIT. I 0,108 0,109 0,108 
3 a 1800 | 14. VII. I 0.103 0,103 0,105 

1I5.VII. Il 0,086 0,032 *) 0,116 
4 of 15 14.VIl. II 0,126 0,062 0,103 

15. VII. I 0117 0,112 0,114 
5 g 2800 5. X. I 0.085 0,094 0,094 0,09 

6.62, oO 0.101 0,053 0.044 0,035") 0121+) 
6 | g 2000 5. X li 0,096 0.082 0.050 0,080 


I 6. X. I 0,091 0,094 0,094 0,096 


*) Starke hypoglykimische Krimpfe, Besserung nach Traubenzuckerzufuhr. — **) Starke 
hypoglykiimische Krimpfe, auf Traubenzuckerzufuhr Besserung. — +) Blutzucker nach Trauben- 
zucker. 


Tabelle V. 


Versuche an Hunden. 





j j — . y . 
Ges |Gewicht| Datum | Injizierte| Blutzuckerwerte in g-Proz, 





Nt sch ra 1926 Lésung | yorher | nach 30’ nach 60’ nach 120’ nach 180’ 
1 y 5.0 16. VII. I 0,100 0,101 0,103 
17. VII. II 0,089 0,035 0,053 
2 9 10.0 16. VII. II 0,085 0.050 0,082 
17. VII. I 0,078 0,086 0,092 
3 2 60 7 X. I 0,096 0.080 0.042 0,035 
8. X. II | 0078 0,086 0.085 0,084 | 
+ 2 120 7% X. It 0,100 0.094 | 0,091 0.103 


8. X.| I 0,078 0,040 0,040*) 0,059 
2 g 50 19.VII.. KIT 0,111 0,0487) | 


*) Sehr starker hypoglykimischer Symptomenkomplex. — +) Sehr starke hypoglykimische 
Krimpfe, auf Traub hk fuhr Erholung. 
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Tabelle VI. 


Versuche an Menschen. 





Nr. Ge. Injiz erte Blutzuckerwerte in g-Proz. 
Ge. Datum - 
asd | schlecht wiht Losung 


Alter kg 1926 loom vorber nach 30" nach 60’ nach 120’ nach 180’ 
1B.) 642 12X. IT 0.089 0.089 0087 0.088 

25 J. 13. X. II 0,092 0.064 0050*) 0.042*) 
2L.1 « 76.0 12. X. II 0.092 0.0357) 0.0467) 

29 J.) 13. X. I 0,082 0.089 0.085 0.080 


*) Sehr starkes Schwichegefiihl und Zittern, auf Essen Besserung. +) Sehr starker hypo- 
glykamischer Symptomenkomplex, auf reichlich Essen Erholung. 


Die Tabellen zeigen eindeutig, daB in allen Versuchen, bei denen 
10 mg Saponinum purum albissimum Merck den injizierten Lésungen bei- 
gegeben worden waren, das Insulin vor der Inaktivierung durch Trypsin 
geschiitzt wurde und bei der Injektion véllig zur Wirkung gelangte. Ohne 
Saponinzusatz wurde das Insulin durch das Trypsin vollkommen inaktiviert. 
Die entsprechenden Kontrollversuche lassen erkennen, da®B durch den 
einstiindigen Aufenthalt des Insulins bei 40° (im Wasserthermostaten) in 
einer Natriumcarbonatlésung von pg = 7,4 die Wirksamkeit desselben 
nicht veraindert wird, ferner, daB diese Lésung allein keinen Einflu8 auf 
den Blutzuckerwert der Versuchstiere ausiibte. Auch bei den Trypsin- 
versuchen war die GréBe des Blutzuckerabfalls bei der gleichen Insulin- 
dosis in allen Versuchen anndhernd dieselbe. 

Die hier mitgeteilten Versuchsergebnisse lassen eindeutig erkennen, 
daB durch Beigabe von 10mg Saponinum purum albissimum Merck bei 
allen VorsichtsmaBregeln und Kontrollversuchen Insulin véllig vor dem 
Unwirksamwerden durch die Fermente Pepsin und Trypsin sowohl in vivo 
als auch in vitro geschiitzt wird. Diese Versuche bestatigen ferner die schon 
erwahnten Ergebnisse Epsteins und Rosenthals'), nach welchen Trypsin 
auch im Koérper Insulin inaktiviert. Uber die antifermentative Wirkung 
von Saponinen im allgemeinen und von Saponinum purum albissimum 
Merck im besonderen haben wir in der uns zuginglichen Literatur nur 
vereinzelte Angaben finden kénnen. So bemerkt St. A. Mayer*), daB die 
Pepsinwirkung durch Sarsaparillasaponine gehemmt wiirde. Er entnimmt 
diese Angaben anscheinend dem Werke von L. Lewin, ,,Nebenwirkungen 
der Arzneimittel**), Genauere Angaben haben wir jedoch auch dort nicht 
finden kénnen. Kobert*) stellte in seiner Monographie iiber Saponine eine 
vollkommene Unwirksamkeit derselben auf Fermente fest (in vitro), im 
Gegenteil sollen Saponine durch verschiedene Fermente gespalten werden. 

Wir haben ferner in-vitro-Versuche vorgenommen, um zu erkennen, 
ob die hemmende Wirkung von Saponinum purum albissimum Merck 
auch bei Caseinhydrolyse von Pepsin und Trypsin auftrete. Wir ver- 
wandten dabei die Methoden von Gross fiir Pepsin und die von Gross, Fulda 


1) Epstein und Rosenthal, |. c. 

*) St. K. Mayer, Arch. f. Dermatol. u. Syph. 150, 26, 1926, 

3) L. Lewin, Nebenwirkungen der Arzneimittel. Berlin, Hirschwald, 
1893. 

4) Kobert in Heffters Handb. d. exper. Pharm. 2, 1488. Berlin, 
Springer, 1924. 
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und Michaelis beschriebene fiir Trypsin (genauere Angaben siehe bei 
P. Rona, ,,Fermentmethoden“*'), Wir haben jedoch in diesen Versuchen 
bis jetzt keine vollkommene Klarheit gewinnen kénnen, namentlich deshalb, 
weil Saponinum purum albissimum Merck schon in nicht allzu hoher Kon- 
zentration selbst anscheinend EiweiB verdaut. Diese Eigenschaft blieb 
auch nach Kochen der Saponinlésungen (um eventuelle Enzymwirkungen 
durch Verunreinigungen auszuschlieBen) bestehen. Diese Versuche werden 
fortgesetzt und spéter dariiber berichtet werden. 

Die Ergebnisse der hier mitgeteilten Untersuchungen zeigen die be- 
merkenswerte Tatsache, daB es gelingt, durch Beigabe relativ kleiner 
Mengen von Saponinum purum albissimum Merck die Inaktivierung von 
Insulin durch Pepsin und Trypsin zu verhindern. Dadurch schien die 
Moéglichkeit gegeben, durch Beigabe dieses Saponins Insulin bei peroraler 
Verabreichung vor der Einwirkung dieser wichtigsten Fermente des Magen- 
Darmtraktes (Pepsin und Trypsin) zu schiitzen und zugleich infolge der 
resorptionsférdernden Eigenschaften der Saponine eine bessere Resorption 
des Insulins zu erzielen. Die daraufhin vorgenommenen Versuche an Tier 
und Mensch haben unsere Annahme bestatigt. Dis ausfiihrliche Mitteilung 
dariiber erscheint, wie schon oben erwahnt wurde, an anderer Stelle. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurde die hemmende Wirkung von Saponinum purum 
albissimum Merck auf die fermentative Inaktivierung von Insulin 
durch Pepsin und Trypsin an Tier und Mensch untersucht. 

2. Es konnte in vitro und auch in vivo gezeigt werden, daB durch 
Beigabe von 10 mg Saponinum purum albissimum Merck Insulin vor 
der fermentativen Inaktivierung durch Pepsin und Trypsin geschiitzt 
wird und seine physiologische Wirksamkeit zu entfalten vermag. 

3. Es wurde auf Grund dieser Versuche die perorale Verab- 
reichung von Insulin mit Beigabe von Saponin erméglicht. 


1) P. Rona, Fermentmethoden. Berlin, Springer, 1926. 
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IV. Mitteilung: 
Vergleich der chemischen Eigenschaften einiger Weizensorten. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitét Wien.) 
(Eingegangen am 23. November 1926.) 


In der dritten Mitteilung') konnte am Beispiel des Cellulose- 
gehaltes gezeigt werden, daB verschiedene Weizensorten charak- 
teristische Unterschiede aufweisen. An dieser Stelle sollen die ver- 
schiedenen chemischen Eigenschaften des Weizens, welche Zaharia*) 
in seiner Arbeit unterscheidet, im allgemeinen verglichen werden. 
Zugleich dient diese Untersuchung in gewissem Sinne als Kontrolle 
fiir die in der ersten Mitteilung gefundenen RegelmaBigkeiten in den 
Variationskurven der einzelnen chemischen Eigenschaften des Weizens, 
indem hier gepriift werden soll, inwiefern diese Befunde auch regel- 
maBig bei den einzelnen Weizensorten nachzuweisen sind. Allerdings 
erwichst schon in diesem Falle, bei einem verhaltnismaBig sehr groBen 
Material, die Schwierigkeit, daB bei Aufstellung von Untergruppen 
die Anzahl der Fille in einer Gruppe abnimmt und bald zu gering 
wird, um eine regelmaBige Verteilung der Fille und sichere Gesetz- 
maBigkeiten zu beobachten. 

Es mu also unser Hauptaugenmerk darauf gerichtet sein, die 
Systematik so zu gestalten, daB einerseits eine méglichste Trennung 
der Untergruppen, soweit es notwendig ist, geschaffen werde und 
andererseits nicht zu wenig Fille in diese Untergruppen fallen. Es 
soll an dem vorliegenden Beispiel gezeigt werden, da8 man in der Aus- 
wahl des Materials systematisch vorgehen muB, um nicht den Zufall 
bei der Untersuchung der Einzelfiille walten zu lassen und um wirklich 
die Grenzen der Méglichkeiten bestimmen zu kénnen. 


') Diese Zeitschr. 177, 190, 1926. 
2) Le Blé Roumain, 581 8S. Bukarest 1910. 





lls 
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L. Berezeller u. H. Wast!: 


Tabelle I, 


und Aschegehalt der verschiedenen Weizensorten (I bis IV) 
in den Jahren 1900 bis 1905"). 


a) Eiwei8gehalt der Weizenkérner. 








—. Zahi der Falle Verteilung in Proz. der Gesamtzahl I 
mitten) ‘i a Se Pp» 
Proz, 1900 1901 1902 1903 1904 1905 1900 1901 1902 1903 1904 1905 

Weizen I. 

8,5 
9.5 2 9 l 12 13 3.2 0.7 
10.5 13 46 2 9 3$)\ 73. 86 164 15 60 21 
115 17 2 58 3 1 21 115 113 21 206 23 93 149 
12.5 24 9 68 12 23 31 167 159 95242 9.2 153 220 
13.5 40 11 37 23 29 39 179 265 11,6 132 17,7 193 27,7 
145 21 20 29 2 22 2 138 139 21,1 103 200 14,7 142 
15,5 21 2% 12 34 16 9 2118 189274 43 262 10.7 64 
16.5 9 16 10 12 15 12 74 60168 36 92100 85 
17.5 3 5 812 7 4 39 20 53 28 92 47 28 
18.5 1 4 2 1° 8 2! 18 07 42 07) 07! 53) 14 
19.5 2 2) 2 2 s 21 07 15 13 
20.5 2 3 5 15 21 
215 4 2 0.7! 0.7 

Y . . . 151) 95 281 130 150! 141 948 ' 

Relative 

Variations: |... SS — — — 1,95 1,70 2,04 2,04 2.26 1,76 
breite | 

Weizen II, 

8.5 
95 2 5 8 Is 09 23 33 
10.5 17 33 2 13 38 81 15,1 10.2 2,7 
11S 36 6 62 2 35 53 194 17,1 50288 20 143 11,1 
12.5 47 29, 49! 20 88 113 296 223 24.2 22.4 20.4 156 23,7 
13.5 51 30/32: 26 «37 126 302 242 25.0 146 265 15.2 264 
14.5 28 20 17 28 26 9 209 133 16.7) 7.8 286 107 18,9 
15.5 20 17 14 12 24 35 122 95 142 64122 98 7, 
16.5 6 13 2 5 17 32 7% 28108 09 51 70 6,7 
17.5 4 2} 3 8&:'17 8 S80 19) 217) 1,4) 52) 70) 1,7 
18.5 2 2 17 4 & 17 09 70 08 
19.5 1 $s; 4 0.9 06 
20.5 

215 

YS... 211 120 219 98 244 477 1369 

Ve} —| — —|— — —) — || 2862,20/2,98! 1,58) 1.95) 1,98 
breite 


1) Cellulosegehalt siehe ITT. Mitteilung 


‘ 


1.3 
12,1 
17,6 
18,9 
14.6 
12,4 

78 

4,1 

1,9 

0.8 

05 

0.2 


2,26 


11 
64 
14.2 
21.6 
22.1 
15.3 
8.9 
55 
2.9 
1.9 
0.3 


2.05 


. diese Zeitschr. 177. 191—192, 1926. 





Ernahrungslehre und Variationsstatistik. LV. 


Tabelle I. a) (Fortsetzung). 





Eiweifs Zahl der Fille Verteilung in Proz. der Gesamtzahl 
(Klassen: | * 
mitten) 


Proz. 


| 1900 1901 1902 1903 1904 1905 1900 1901 1902 1903 1904 1905 


Weizen IIT. 
8.5 0.6 
95 : 2 1,2 
10.5 27 75 114 25.0 15.7 18 
11d 7) 4 : 15.9 55375 65 105 143 
12.5 27.3 18,7 20.0 17,3 10.5 304 
13.5 81,8 28,6 7.6 23,7 11,6 26.2 
14.5 11,4 18,7 3.8 245 169 13,1 
15.5 2317.6 38 165 116 65 
16.5 66 06 94 93 54 
17.5 1.1 0.7 70 12 
18.5 3.3 15 47 06 
19,5 12 06 
20.5 1,2 
215 0.6 
Zz. 144 


Relative ) 
Variations: pare fms - -\- - y ' : 611,95 1,86 


breite 


— 
zx 


es88 


— 


—- wt @ bo 


— 
=] 
be 


8.5 
95 l 
10.5 4 
11S 15 
12.5 12 
13,5 
145 
15,5 
16.5 
17.5 
18,5 
19.5 
20.5 
21,1 

x 49 55 | 90 109 |123 | 160 


Relati 
Variations: |}_— —'—\—!— — | — |1,94/1,86/ 1,58) 1,61/2,06! 1.74) 2.05 


breite | 


3.3 41 06 
22,2 7,3 12 
345 28 203 10.6 
25.6 13,8 17,9 23,1 
11,1 38,9 11,4 256 

3,3 26,6 9,8 22.5 

14,7 11,4) 144 
46 81 19 
28 65 
09 24 

08 


S 


or bo 
ome 
a ae Oe 
wo 
oar 


— -_ 
=~ oI SoS 23 O 8 
~ 

a i = 
~SRaRSELS 
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Tabelle 1. 
b) Fettgehalt der Weizenk6orner. 

Gee Zahbl der Fille | Verteilung in Proz. der —— ‘ 
cg 1900 1901 #902 1903 1904 1905 aC 1900 1401 1902 1903 1904 1905 a 
Weizen I. 

1,45 
1,55 200 3 23 7,7| 23 25 
165 6 16 115 27 5 169 4,2 163/441 209 33/ 18,3 
175 45) 41 84 50 32) 3 255 31,5 418 32,2 88,8 21,1) 2,2 27,7 
185 54 33 40 28 45) 31 231 87.8 33,7 15,4 21,7 29,6 20,8 25,1 
19% 31 6) 1 12 37/ 5 146 21,7 61 04 93243 424 158 
2,05 6 1 1 4 2) 3 73 42) 12 O4 31 165 25,9 7.9 
2,15 1} 1 3 7 8 2 07) 12 23 46 58 22 
2,25 s 1] ai «4 15 07 0.7 04 
2,35 | 0.7 0.1 
2.45 
2.55 
2.65 

Z 143| 98 (261 199 152 139 922 

vsutive JH — — — = = = 1,80/1,30 1,32) 1,45 1,36 1,34 1.52 
breite 

Weizen II. 

1,45 1 1 05 0.07 
1.55 1} 1)12 1 15, 05 08 54 1,1 Ll 
165 14| 21 68 19 7 2) 131) 6,6 17,6 30,6 192 29 04 95 
1,75 17| 49 98 29 56, 23 322) 31,2 412 441293229 48 233 
185 | 75| 35 34 24| 79 127 874 84.9 29,4 15,3 24,2 82.4 26,7 27,0 
195 32) 7 8 14 71/192 324 14,9 5,9 3,6 14,1 29,1 89,7 23.4 
205 22/ 1 1 8 2 108 160 102 08 05 8,1 8,2 223 116 
2.15 4 2 9 %6@ 41 19 21 3,7 54 30 
2.25 L. & 1} 3} si n 24 11 08 11 08 
2.35 
2,45 1 1 ij 3 0.8 11 0.2 02 
2.55 1 1 0.8 0.07 
2,65 | 

z 215 | 119 222) 99 [244 484 1383 

viele) — —|/—}|—) — —/ 1,39 1,64! 1,41) 1,58 1,36 1,48) 1,76 


breite 
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Tabelle I. 
b) (Fortsetzung). 





a : Zahl der Fille Verteilung in Proz. der Fallezahl 
aitten) ———| 
Proz, 1900 1901 1902 1903 1904 1905 1900 1901 1902 1903 1904 1905 


Sy 


Weizen III. 
145 
1,55 , 6 26 19 08 0.8 
1,65 P 103 8.5 15.5 37,7135 34 13,3 
1,75 j 215 27,7 508 42.8'33,1 20.5 3.0 27,7 
1,85 | 217 34,1 22,7 15,7 24.1 38.6 32,7 27.9 
1,95 158 27.7 93 1,3 19,5 24.4 894 203 
2,05 06 4610.2 176 7.0 
2,15 : 21 2.3, 1,7 55 21 
2,25 08 11 06 05 
2,35 12 03 
2.45 08 0.1 
2.55 0.8 0.1 
2,65 
ZS... | 47) 97 159 138/176 165 | 777 
Variations | — —'—;—}—| —/ — |/1,30! 1,98) 1,89! 1,64/1,96/ 1,86 


1,8 28 08 0.8 
94 2,1 33,9 463 26.0 2,4 16.0 
157 25,5 46,4 40,9 35.2 23.6 8,6 26,7 
1,85 146 46.8 10,7 11,8 20,4 36,6 24,7 248 
120 23.4) 7,1 1,1 11,1 23,6 38.9 20.4 
2,05 48 2.1 3.7 89 19,7 8,1 
15 0.9 32 62 25 
2,25 2 08 06 03 
2,35 3 2 12 03 
2,45 
2.55 
2,65 | 
=... | 47 | 56 93 | 108 123 162 
Relative 


Variations-|}; — — —|— — — 
breite 


— 1,24 1,26 1,18 1,39 1,45 1,39 
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Tabelle I. c) Aschegehalt der Weizenkérner. 
Asche Zah! der Falle Verteilung in Proz. der Analysenzah| | 
(Klassen+ a a 7 © 
mitten) dei, Sed . ~ —— wanes: es 
Proz, 1900 1901 1902/1903 1904) 1905 1900 1901 1902 1903 1904 | 1905 || 
Weizen I. 
1.35 2 l 3. 14 0.4 0,3 
1.45 9 3 2 14 63 1,1 13 15 
1,55 s 3 6 3 20 56 1,1 3.9 2.1) 2,1 
1,65 9 18 1 24 9 61 63 68 08 15.7, 63 65 
1,75 16 2: 27 26 16 87 112 19 103 17.0 11,3 93 
185 27 5 41 13 B2 17 135 189 47 15.6 10,1 20,9 12,1) 144 
1,95 25 17 57 13 27 16 155 175 160 21,7 10,1 17,6 11,3 16,6 
2,05 17 32 62 37 21 34 208 11,9 30.2 23.6 28,7 13,7 24.1 21,7 
2,15 18 12 30 32 10 30 132 126 113 11.4 248 65 213 141 
2,25 7 2 14,19 2 9 71 49189 53 147 13 63 7.6 
2.35 2 6 4 10 3 2 14 57 15 78 2,1) 2,7 
2.45 l 7,3; 3 2 2 18 O7 66 11 23 13 14 19 
2,55 l 2 l I l 6 07 19 08 07 07) 0.6 
2,65 ] 2 l 4 07 19 0.7 04 
2,75 
2,85 l l 0.9 0.1 
2.95 
S ... 148 106 263/129 153 141 935 
Relative | ae i 
Variations- bag — _ _—-_  _—- —_— lc 1.96 1.64 1.81 1.55 1.76 1,71 2,11 
breite 
Weizen IT. 
1,35 1 1 OS 0,07 
1,45 3 2 l 6 14 08 0.2, 04 
1,55 3 3 17 3 2 14 1.4 69 06) 1,9 
1,65 11 9 31 12 63 52 4,2 )125 26 47 
1,75 13 17 2 51 30 113 61 80 21206 65 83 
1,85 33 2 39 5 49 44 172 155 18 184 52/)198 95 12,7 
1,95 29 12 58 13 40 66) 218 13,6 10,3 27,4 13.4 16,1) 142) 16,1 
2,05 52. 19 48 20 25 108 269 244 16,2 22.6 20.6 | 10,1 22.2 |19.9 
2.15 35 86 24 22 21 88 226 16,4 30,8 11,3 22,7) 85 19,0 16,7 
2.25 19 29 6 2% 4 91 174 89 248 28258 16 19,6 12,9 
2,35 11 12 4 9 4 21 61 52103 19 93) 16 45 45 
2.45 2 3:4 «#21 1 5 1 09 27 19 10 04 11 12 
2.55 l 3 4 0,9 1,2 03 
2.65 1 l 2 05 09 0,1 
2,75 l 1 0.9 0,07 
2.85 
2,95 1 1 0.9 0.07 
Ey... 213 117 212| 97 248 | 464 1353 i) 
Relative V__| — —|}— —| —  — | 1,96 1,50/1,58/ 1.40/1,76|1,69!) 2.19 


Variations: | — 
breite | 
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Tabelle I. c) (Fortsetaung). 





Asche Zahl der Falle Verteilung in Proz. der Analysenzah! 
(Klassen: . 
initten) 


Proz. 


‘ 


1900 | 1901 | 1902 1903 1904 1905 1900) 190) 1992 1903) «61904-1905 


Weizen ITI. 
1.35 
1.45 
1.55 
1.65 
1,75 


1,85 


) 
uo 


to bo bo bo 


‘ 

Relative 

Variations: —|\ = - = ~ -_ — 1.52 
breite 


Weizen IV. 
4,19 
2.08 


2.08 

4.19 
52 6.25 5,47 
97 18,75 10.91 
182 27.10 14.54 
123 20.80 21,81 
77 «6.25 29.10 
30 =—-4,19 10.90 
10 4,19 3,64 


u 


5 1,82 


] 
1 
l 


ae 48 114 121 162 593 
Relative 
Variations» | — 

breite | 
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In Tabelle I sind die Variationskurven der vier am haufigsten bei 
Zaharia vorkommenden Weizensorten (Weizen I bis IV) [vgl. die dritte 
Mitteilung')] angegeben, und zwar wurden alle Werte fiir die sechs unter- 
suchten Jahre zusammengefaBt (+) und auch fiir die einzelnen Weizensorten 
die Jahresverteilungstabellen angegeben. Es sind damit die vier Variations- 
tabellen der ersten Mitteilung [betreffend EiweiB-, Fett-, Cellulose-*) und 
Aschegehalt] wieder in vier Untergruppen geteilt. In der ersten Mit- 
teilung *) wurde eine Teilung dieser Tabellen in sechs Jahresgruppen ange- 
fiihrt, so daB sich direkt vergleichen l4Bt, welche Unterteilung die charakte- 
ristischere und wichtigere ist und wie die verschiedenen wirksamen Faktoren 
zu werten sind. 


I. Gesamtverteilungstabellen fiir die einzelnen Weizensorten, fiir alle 6 Jahre 
zusammengefaBt (<). 


1. T'ypus der Variationskurven. 


Alle Variationsreihen lassen sich durch Kurven darstellen, welche 
nur ein Maximum besitzen. Die Zahlenverteilung ist eine auBerordentlich 
gleichmaBige, indem kaum einzelne ausfallende Werte zu beobachten 
sind und auch kaum Liicken in den Reihen vorkommen. Die Kurven 
sind in keinem Falle gleichschenkelig, sondern die schon im Gesamt- 
material beschriebene Tatsache kehrt auch bei den einzelnen Weizen- 
sorten wieder, nimlich, daB die Kurvenmaxima dem niedrigsten Werte 
bei EiweiB-, Fett- und Aschegehalt niher liegen, wahrend sich die 
Cellulose umgekehrt verhalt. Die Schiefheit der Verteilungskurve ist 
bei Weizen I am geringsten, bei Weizen II am stiarksten ausgesprochen. 


2. Variationsbreite. 

Die relativen Variationsbreiten sind sehr charakteristische Zahlen, 
fiir die einzelnen chemischen Eigenschaften und die in der ersten 
Mitteilung beobachtete Reihenfolge ist fast regelmaBig bei den vier 
Weizensorten, wie Tabelle II zeigt, wiederzufinden. 


Tabelle II. 
Relative Variationsbreiten. 

Wenn Sa SOS ee Ps EiweiB > Asche > Cellulose > Fett 
ai Ss ea ek eS Ss Asche > Eiwei8 > Cellulose > Fett 
ah aes ae ae a ele EiweiB > Asche > Cellulose > Fett 
R: BWA « 6 « Se s.a 4 @ Asche > Eiwei8 > Cellulose > Fett 


Héchste Werte der relativen 

Variationsbreiten I bis IV EiweiB > Asche > Cellulose > Fett 
Niedrigste Werte der relativen 

Variationsbreiten I bis IV EiweiB > Asche > Cellulose > Fett 


') Diese Zeitschr. 177, 190, 1926. 
2) Die entsprechende Tabelle fiir Cellulose siehe III. Mitteilung. 
3) Diese Zeitschr. 177, 168ff., 1926. 
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Die fiir das Gesamtmaterial aufgestellten Tabellen [vgl. erste Mit- 
teilung')] zeigen in der Mehrzahl der Jahre (4) dieselbe Reihenfolge 
der Variationsbreiten wie Weizen I und III, dagegen ist bei Weizen II 
und IV insofern eine Abweichung zu beobachten, als EiweiB und Asche 
ihre Platze tauschen. In diesen beiden Fallen liegen aber die absoluten 
Werte der relativen Variationsbreiten fiir EiweiB und Asche nahe 
aneinander. 

Die Variationsbreiten sind bei den verschiedenen Weizensorten 
fiir je eine chemische Eigenschaft ziemlich gleich, und in den Ab- 
weichungen der Variationsbreiten bei den verschiedenen chemischen 
Eigenschaften bzw. Sorten sind keine Regelmabigkeiten nachzuweisen. 


Tabelle 111. 





Eiweif Fett Cellulose Asche 


Maximale Schwankung der 


Variationsbreiten Jahrgange 1,86- 2, 


Sorten 1,23 R . 1,11 
Jahrgange 1,23 . ‘ 1,16 


Maximale Variationsbreite durch 
minimale Variationsbreite 


Differenz zwischen minimaler i | 93.4 


und maximaler Variationsoreite 
in Proz. d. minim. Variationsbreite 


Jahrgang | Sorte 


Jahrgange 23,1 
0,987 


Sorge 2,22 


Ma 
littelwerte Jahrgang 211 


Hingegen findet man charakteristische Zusammenhange zwischen 
den Variationsbreiten der nach Sorten bzw. Jahrgingen aufgestellten 


Verteilungsreihen. In allen Fallen ist die relative Variationsbreite 
bei Sortengruppierung gréBer. Dies zeigt sich darin, daB: 

1. alle Minimalwerte der Variationsbreiten bei der Gruppierung 
nach Sorten gréBer sind als bei der Einteilung nach Jahrgangen; 

2. bei EiweiB, Fett und Asche die Maximalwerte bei Sorten- 
gruppierung gréBer sind als bei Jahresgruppierung und nur die Cellulose 
die gleichen Werte nach beiden Einteilungsprinzipien aufweist ; 

3. die Mittelwerte der Variationsbreiten, nach Sorten gruppiert, 
immer gréBer sind als die Mittelwerte nach Jahrgingen geordnet. 

Die geringeren Variationsbreiten zeigen in diesem Falle an, welche 
Gruppierung die natiirlichere ist, durch die die Verschiedenheiten im 
Material mehr ausgeschaltet werden. 

Die Ordnung nach Sorten weist damit darauf hin, daB die 
Witterung an und fiir sich ein viel eingreifenderer Faktor ist, als die 
von Zaharia angegebene Sortengruppierung. 


1) Diese Zeitschr. 177, 168ff., 1926. 
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Dieselbe GesetzmaBigkeit kommt zum Ausdruck, wenn wir die 
maximale Variationsbreite durch die minimale dividieren oder aber 
die prozentualen Abweichungen der Variationsbreite von der minimalen 
berechnen. AuBer Eiweib, wo die beiden Werte nach Sorten und Jahr- 
gingen gruppiert gleich sind, sind die prozentualen Abweichungen 
bei der Gruppierung nach Sorten kleiner als nach Jahrgiingen. Der 
verschiedene Jahrgang (Witterung) verursacht in der Variation des 
Weizens viel tiefer gehende Veriinderungen als die hier benutzte Sorten- 
teilung. Die Reihenfolge, mit der der Jahrgangswert den Sortenwert 
iibertrifft, ist Asche > Cellulose > Fett > EiweiB, wobei bereits beim 
EiweiB, wenn auch nur in sehr geringem Grade, der Unterschied zu- 
gunsten der Sortengruppierung gréBer wird. Dieses Resultat findet 
damit in den praktischen Befunden, insbesondere was den Asche- 
gehalt betrifft, der bekanntlich ja weitgehend von der Witterung ab- 
hingig ist, eine gute Stiitze. 


3. Hdufigste Werte. 

Was die hiufigsten Werte betrifft, so wurde auf die Differenzen 
im Cellulosegehalt bei den verschiedenen Sorten in der dritten Mit- 
teilung niher eingegangen. Beim Hiweif- und Aschegehalt liegen 
dagegen bei allen vier Sorten die havufigsten Werte in derselben Gruppe 
(13,5 bzw. 2,05 Proz.). Der Fettgehalt zeigt geringe Schwankungen, 
indem Weizen I und IV den haufigsten Wert bei 1,75 Proz., Weizen 11 
und Iil dagegen bei 1,85 Proz. besitzen. 


4. Die Prozentzahl der Fdlle in der héufigsten Gruppe ist bei den 
vier Weizensorten in der folgenden Weise geordnet: 


WeizenI ....... .. .. Fett > Asche > Eiwei8 > Cellulose 
- Ir....... .. . Fett > EiweiB > Asche > Cellulose 
re Tl ...... .. . Fett > Asche > EiweiB > Cellulose 
Pe Im ........ .. Fett ~ Asche > Eiwei8 > Cellulose 


Die Reihenfolge ist dieselbe wie bei der Gruppierung nach Jahr- 


gangen. 
Tabelle IV. 





E:weiB Fett Cellulose Asche 


Maximale Variation der Prozentzahl{ Sorte 18,9-22,1 | 26,7-27,7 15,4-17.5 19,9-22,3 


des haufigsten Wertes i] Jahrgang 14,5- 27.2 , 31,5-40.1 18,7-23.0 21,4-27,3 
100 Differenz : Maximum—Minimum { Sorte 16.9 3.7 13.6 12,1 
Minimum | Jahrgang 87.6 27,3 23.0 27.6 


Die Prozentzahlen der dichtesten Werte zeigen, nach Sorten 
gruppiert, eine viel geringere Variabilitaét, dagegen sind die absoluten 
Werte in der haiufigsten Gruppe bei der Gruppierung nach Jahrgangen 
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héhere. Es wird also die Anzahl ebenso wie die Stellung der hiufigsten 
Gruppe in erster Linie durch den Jahrgang bestimmt, wogegen die 
verschiedenen Weizensorten eine nebensichlichere Rolle spielen. 


Zwischen den bei Zaharia am hiufigsten vorkommenden Weizen- 
sorten (I bis LV) besteht also hauptsiichlich im Cellulosegehalt ein 
wesentlicher Unterschied, wiaihrend die anderen chemischen Eigen- 
schaften in der hier untersuchten Weise geringere Differenzen auf- 
weisen. Dies ist allerdings nicht damit gleichbedeutend, daB Unter- 
schiede in den anderen chemischen Eigenschaften nicht vorhanden 
sind, denn man kann gewisse Differenzen beobachten, wenn man die 
Zahl der Fille, die unterhalb bzw. oberhalb der hiiufigsten Gruppe 
liegen, miteinander vergleicht. 


Tabelle V. 





Weizen EiweiB Fett Cellulose Asche 


Prozent der Gesamt- I 38,7 20,8 37.5 50.7 
zahl der Fille, die{ 11 43:3 34.0 46.9 442 
unterhalb des hiufig- | Ill 459 418 50.5 38.8 

sten Wertes liegen IV 435 16.8 62.0 35.6 


Prozent der Gesamt- I 423 51.5 47.2 27.4 
zahl der Falle, die} IT 34.8 39.1 37.6 35.8 
oberhalb des haufig- Ill 34.9 30.0 31,7 38.6 

sten Wertes liegen IV 35.8 56.4 19.8 41.4 


So findet man beim EiweiBgehalt, daB bei Weizen 1 eine geringere 
Anzahl der Fille unterhalb der haufigsten Gruppe liegt als bei den drei 
anderen Weizensorten, waihrend umgekehrt eine wesentlich gréBere Anzahl 
der Fille sich in den Gruppen oberhalb des haufigsten Wertes findet. 
Gerade das entgegengesetzte Verhalten laBt sich bei der Asche beobachten. 
Beides macht aus praktischen Griinden den Weizen I wertvoller. Beim Fett- 
und Cellulosegehalt 148t sich keine derartige RegelmaéBigkeit nachweisen. 

In den Verteilungstabellen fiir Fett liegt der hiufigste Wert einerseits 
bei Weizen I und IV (1,75 Proz.), andererseits bei Weizen II und III 
(1,85 Proz.) in der gleichen Gruppe. Es zeigt sich nun, da einerseits 
Weizen IV, andererseits Weizen IT einen im allgemeinen héheren Fettgehalt 
besitzt als Weizen I bzw. III. Dies wird auch durch die Daten von Tabelle I 
erlautert, die auch einen Vergleich aller vier Weizensorten untereinander 
besser ermdglicht. 

Bei der Cellulose ist dieser Vergleich iiberhaupt nicht durchfiihrbar, da 
die haufigste Gruppe sehr wesentliche Verschiebungen in dem Sinne auf- 
weist, daB Weizen I am wenigsten, Weizen IV am meisten Cellulose auf- 
weist. Parallel damit verschiebt sich die untere Grenze der Variationsbreite, 
dagegen nicht die obere Grenze derselben und auch nur teilweise die Zahl 
der Falle in den oberhalb und unterhalb des hiufigsten Wertes liegenden 
Gruppen. 

Deutlicher tritt dies noch aus Tabelle VI hervor, in der die Variations- 
tabelle (I, 2) auf eine geringere Gruppenzahl zusammengezogen wurde. 
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Tabelle VI. 


Prozent aller Fille. 











Proz. Eiweif Proz. Fett 

Klassen grenzen “— ] a | Wl Iv Klassengrenzen 1 | [om | IV 
8—12 21,1 21,7 26.0 244 14-17 28 10,7 | 141 | 168 
12—14 365 43,7 39.2 39.7 1,7—1,9 52.8 503 55,6 515 
14—17 348 29.7 30.2 30.9 1,9—2.2 25.9 38,0 | 29.4 31,0 
17—21 75 5,1 47 49 2,2—2,6 05 11, 06) 06 
Proz. i Cellulose Proz. Asche 

Klassengrenzen|| 1 | Il | Ill | IV Klassengrenzen 1 | Hf | IM | IV 


1,6—2,0 19 O4 O44 O38 13-—1,7 104 71) 51 37 
2,0—2.4 35.6 209 199 19,6 1,7—1,9 23,7 210,173 1565 
2,.4—2.8 52.0 56,1 9 59,2 1,9—2,2 52,4 52,7 570 594 
2,8—3,4 10.9 225 185 198 2,2—3,0 13,3 17,1 20,3 20,7 


Aus Tabelle VI ergibt sich fiir den EiweiBgehalt, daB bei Weizen I 
in die beiden niedrigeren Klassen weniger, in die beiden héheren Klassen 
mehr Fille fallen als bei den drei iibrigen Sorten. Zwischen diesen letzteren 
lassen sich keine solchen RegelmaéBigkeiten nachweisen. Was den Fett- 
gehalt betrifft, finden wir ein entgegengesetztes Verhalten, indem Weizen I 
systematisch einen niedrigeren Fettgehalt aufweist, als die drei anderen 
Sorten, wobei unter diesen wieder Weizen II die héchsten Werte zeigt. 
Ebenso ist der Cellulose. und Aschegehalt des Weizens I kleiner und der 
letztere bei WeizenIV am grdéften. ‘ 

Die Unterschiede zwischen Weizen | und den anderen Sorten 
mit Riicksicht auf den Eiweib-, Fett-, Cellulose- und Aschegehalt 
lassen sich damit zusammenfassen, daB es bei Weizen I haufiger vor- 
kommt, daB die Schale einen geringeren Prozentsatz des Kornes betrigt. 
Dies kann entweder dadurch bedingt sein, daB die Kérner gréBer 
sind oder daB sie eine diinnere Schale besitzen. In der naichsten Mit- 
teilung soll gezeigt werden, daB beide Faktoren daran beteiligt sind, 
daB aber der Hauptfaktor die diinnere Schale dieser Sorte ist. 

Jedenfalls 148t sich auf Grund einer derartigen variations- 
statistischen Behandlungsweise eines Analysenmaterials feststellen, 
welche Sorten unter bestimmten Umstinden und bei Beriicksichtigung 
bestimmter Eigenschaften von praktischen Gesichtspunkten aus die 
wertvolleren und besseren sind. 


II. Einzelverteilungstabellen fiir die verschiedenen Weizensorten in den 
sechs untersuchten Jahren (Tabelle I). 


An dieser Stelle soll nicht auf eine naihere Besprechung dieser Ver- 
teilungstabellen eingegangen werden, sondern sie wurden nur als Beleg 
dafiir gebracht, wie regelmaéBig die Verteilung des gesamten von Zaharia 
untersuchten Materials ist und damit, wie gut sich diese Untersuchungen 
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fir eine variationsstatistische Bearbeitung des Weizens eignen. Es ist 
sicherlich ein groBes Verdienst von Zaharia, diese Untersuchungen einheit- 
lich durchgefiihrt zu haben, wobei der Umstand giinstig ins Gewicht fallt, 
daB sie aus einem verhaltnismaéBig kleinen Gebiet stammen. Es wire 
wiinschenswert, daB diese Untersuchungen als Vorbild dafiir dienen, die 
tigenschaften wenigstens der wichtigsten Nahrungsmittel in den ver- 
schiedenen Lindern in dieser Weise einer genauereren Analyse zu unter- 
ziehen. 
1. Typus der Verteilungsreihen. 


Die Zahl der untersuchten Faille nimmt bei dieser doppelten Aufteilung 
(bei Weizen IIT und IV im besonderen) schon ziemlich rasch ab, so daB die 
Zahlenreihen nicht so regelméBig sind, wie bei Reihen mit einer gréBeren 
Zahl von Gliedern. 

a) Eiweib. 

In allen 24 Verteilungsreihen kommt nur in einem einzigen Falle ein 
doppeltes Maximum vor; dieses findet sich bei Weizen IV im Jahre 1901, 
wo elf Falle (20 Proz. der Gesamtfille) ganz unregelmaéBig gehduft vor- 
kommen. Sonst kommt es nur ganz selten vor, daB die Reihen nicht ganz 
stetig bis zu einem Maximum zunehmen bzw. abnehmen. Solche Ausnahmen 
finden sich bei 

WeizenI ...... . . 2 (I mit je einer Probe) 
eS sae re OE ae ae as =» 8 
a ee | eee » ) 
es See le =, 
Insgesamt . . . . 9 (3 mit je einer Probe) 


b) Fett. 


In keinem einzigen Falle findet sich ein doppeltes Maximum; die 
haufigsten Werte sind gut ausgeprigt, die Reihen im allgemeinen stetig 
zu- und abnehmend. Aisnahmen davon finden sich nur bei: 

WeizenII...... . . 1 (0 mit je einer Probe) 
- Rs Se - 
1s ROP ep ere» AONB. ages » ?) 


Insgesamt .. . . 3 (2 mit je einer Probe) 


Die Verteilungsreihen fiir den Fettgehalt verhalten sich also noch 
gleichmaBiger als die Zahlen fiir die EiweiBwerte. 


ec) Cellulose. 
(Vgl. dritte Mitteilung, diese Zeitschr. 177, 190, 1926.) 


Auch bei der Cellulose zeigen die Verteilungskurven mit einer Ausnahme 
nur ein Maximum. Die Zahl der Abweichungen von der stetigen Zu- und 
Abnahme ist bei 


ee. 2 6. - os tk ee 
ne a. 5 


2 mit je emer Probe) 
Ne ww » ) 
I 


( 
Se eee ee o 
= — Ss ea . a - Po. 

Insgesamt . . . . 24 (11 mit je einer Probe) 
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Bei der Cellulose finden sich also viel gréBere Abweichungen in der 
stetigen Verteilung als beim EiweiB- und Fettgehalt. Wahrscheinlich hingt 
dies damit zusammen, da8 der Cellulosegehalt eine Eigenschaft ist, die viel 
mehr fiir die Art des Weizens charakteristisch ist und da8 die verschiedenen 
von Zaharia unterschiedenen Weizensorten keine charakteristischen Weizen- 
arten sind. 

d) Aschegehalt. 


Alle Verteilungstabellen haben nur ein Maximum. Die Zahl der Ab- 
weichungen von einer stetigen Zu- und Abnahme nach einem Maximalwert 


sind bei 


Weizen I 8 (6 mit je einer Probe) 
oe Es dh ah Pee QP tag) ee » ) 
ee Soe we eo cd Oe a a 
no. ase ee oe o ) 

Insgesamt .. . . 20 (14 mit je einer Probe) 


Auch der Aschegehalt zeigt eine ganz ahnlich groBe Abweichung von 
einer typischen gleichmaéBigen Verteilungstabelle, wie der Cellulose- 
gehalt, wenn auch verhaltnismaéBig éfter Faille vorkommen, in denen diese 
Abweichungen nur durch eine einzige Probe bedingt sind (14). Wenn man 
diese Fille abrechnet, so iibertreffen die sonstigen Abweichungen nicht 


den EiweiSwert. 
2. Hdufigste Werte. 
a) EiweiB. 
In Tabelle VII sind die haufigsten Werte der EiweiSverteilungstabellen 


zusammengestellt. 
Tabelle VII. 


Prozent EiweiBgehalt (haufigste Werte). 





tw | 


1900 1901 | 1902 |. 1903 1904 | 1905 
Weizen I .... 13,5 15.5 12.5 15.5 13.5 13,5 13.5 
” eee 13,5 13.5 115 14.5 125 135 13.5 
" ar 13.5 13.5 115 14.5 14.5 12.5 12.5 
a 13.5 13.5 115 14.5 14.5 12.5 12.5 


Aus Tabelle VII ist ersichtlich, daB auch die hiufigsten Werte der 
doppeltgeteilten Tabellen charakteristische Zahlen fiir die einzelnen Jahre 
ergeben, .indem: 

1. bei allen vier Weizensorten das Jahr 1902 das Minimum, das Jahr1903 
das Maximum des EiweiSgehalts aufweist; 

2. auch sonst mit geringen Ausnahmen die Veranderung des haufigsten 
Wertes von Jahr zu Jahr ziemlich regelmaBig bei den einzelnen Weizensorten 
stattfindet. 


b) Fett. 


In Tabelle VIII sind die hiufigsten Werte der Verteilungstabellen fiir 
den Fettgehalt zusammengestellt. 








Ernéhrungslehre und Variationsstatistik. IV. 


Tabelle VIII. 
Prozent Fettgehalt (haiufigste Werte). 





19% 1901 1902 1993 1905 


a 


1,95 


_ ) ae d 1.75 17 
1,95 l, 
1, 
a 


1, 

. 1,75 1, 
_ 

1. 


1,95 
1,95 


ee <3 / 1,75 
ae : 1,75 


— ed ee 
I=} +1 =! 


ot otc 


Die haufigsten Werte zeigen hier einen noch viel regelmaiBigeren Gany 
als bei EiweiB; sie haben einen Minimumwert in 1902, von dem aus die 
Werte sowohl in der Richtung nach 1900 als auch 1905 ansteigen. 


ec) Cellulosegehalt. 
Siehe dritte Mitteilung, 1. ¢ 
Die haufigsten Werte zeigen eine auffallende Zunahme von 1900 bis 1905. 


d) Aschegehalt. 


In Tabelle [IX sind die haufigsten Werte der Verteilungstabellen fiir 
den Aschegehalt zusammengestellt. 


Tabelle 1X. 
Prozent Aschegehalt (hiufigste Werte). 





1900 1901 1902 3 1904 1905 z 


1,85 2.05 2.05 
1,75 2.05 2.05 
1,85 2.05 2.05 
1.95 2.05 2.05 


— 
oa 


WeizenI .... 1.85 
ee 2.05 
pes 2.05 
ee es 2.05 


be bo be bo 


Auch beim Aschegehalt lassen sich bestimmte RegelmaBigkeiten 
in den haufigsten Werten beobachten, und zwar verhalten sich diesbeziiglich 
Weizen II bis IV viel ahnlicher untereinander als gegeniiber Weizen I. 

1. In 1904 ist im allgemeinen der niedrigste Aschegehalt der Weizen- 
kérner zu beobachten. (Bei Weizen I gleich dem Aschegehalt von 1900.) 

2. Im Jahre 1901 und 1903 ist ein Maximum im Aschegehalt vorhanden. 
(Bei Weizen I nicht ausgesprochen, da sich aus 1902 und 1905 dieselben 
Werte ergeben.) 

Diese angefiihrten Beispiele von der GleichmaBigkeit in der Ver- 
teilung des nach doppelten Gesichtspunkten geordneten Materials 
geniigen, um zu zeigen, da} die GesetzmaBigkeiten, welche aus diesen 
Reihen abgeleitet sind, insbesondere wenn die zusammengezogenen 
Reihen (Verteilungsreihen nach Jahres- oder Sortenteilung, mittlere 
Kurven) benutzt werden, wohl begriindet sind, und daB eine nihere 
Untersuchung der Verteilungstabellen noch eine Reihe von Aufschliissen 
iiber die Eigenschaften des Weizens ergeben kann, worauf wir aber 
erst an spiterer Stelle zuriickkommen werden. 

o* 
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Zusammenfassung. 

1. Es wurde das in der ersten Mitteilung untersuchte Gesamt- 
material von Zaharia an Weizenanalysen in der Sortenteilung von 
Zaharia variationsstatistisch untersucht. Die Untersuchung wurde 
auf die vier nach Zaharia am hiufigsten vorkommenden Sorten aus- 
gedehnt. 

2. Die Variationskurven ergeben fiir die einzelnen Weizensorten 
fiir die Mittel aus 6 Jahren eine groBe Gleichmibigkeit, 

3. Die Variationsbreiten der Mittelkurve sind fiir die vier unter- 
suchten Sorten im allgemeinen gleich und ergeben fiir die einzelnen 
chemischen Eigenschaften charakteristische GréBen. 

4. Nach Sorten gruppiert, sind die Mittelwerte der Variations- 
breiten gréBer als nach Jahrgiingen geordnet; die nach Zaharia unter- 
schiedenen Sorten verursachen also geringere Verschiebungen in der 
Variation als die Witterungsverhiltnisse in den verschiedenen Jahren. 

5. Ebenso fallen, nach Jahrgiingen gruppiert, mehr Fille in die 
hiufigste Gruppe als bei der Ordnung nach Sorten, 

6. Wie sich bereits in der dritten Mitteilung mit Riicksicht auf 
den Cellulosegehalt zeigen lieB, sind charakteristische Unterschiede 
zwischen den verschiedenen (vier) Weizensorten nachweisbar, wobei 
Weizen I gegeniiber den anderen drei Sorten 

a) einen im allgemeinen héheren Eiweibgehalt, 
b) einen niedrigeren Cellulosegehalt und 
c) einen niedrigeren Aschegehalt aufweist. 

7. Es wurde das nach zweifachen Gesichtspunkten (Jahrgang und 
Sorte) geordnete Material auf die GleichmaBigkeit der Verteilung 
gepriift und diese bei ,,Fett‘‘ am gleichmaBigsten, bei der ,,Cellulose“ 
am ungleichmaBigsten gefunden, was mit den bisherigen Beobachtungen 
in gutem Einklang steht, daB8 der Fettgehalt fiir Weizen die charak- 
teristischste Eigenschaft ist, wihrend der Cellulosegehalt nach Weizenart 
sehr verschieden ist. 

8. Die hiufigsten Werte zeigen insbesondere bei Cellulose und 
Fett, aber auch bei EiweiB und Asche bei den verschiedenen Weizen- 
sorten charakteristische Differenzen, wenn die einzelnen Jahreskurven 
miteinander verglichen werden. Die Witterung verursacht danach 
ahnliche Verainderungen bei den verschiedenen Weizensorten, die sich 
mit Hilfe der variationsstatistischen Analyse nachweisen lassen. 
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V. Mitteilung: 


Vergleich der physikalischen Eigenschaften (KorngréSe und Hektoliter- 
gewicht) einiger Weizensorten. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 23. November 1926.) 


In den vorhergehenden Mitteilungen’) lieB sich zeigen, dab die 
chemischen Eigenschaften der Weizenkérner viel weniger je nach den 
Sorten voneinander abweichen, als vom Jahrgang beeinfluBt werden 
(Witterung), denn die einzelnen chemischen Eigenschaften variieren 


in den verschiedenen Jahrgingen viel mehr, als wenn verschiedene 
Weizensorten unter sonst gleichen Bedingungen gehalten werden. 
Nur im Cellulosegehalt sind konstante und typische Unterschiede 
zwischen den Weizensorten zu beobachten. An dieser Stelle sollen 
von den von Zaharia*) bestimmten physikalischen Eigenschaften: 
KorngréBe und Hektolitergewicht einer variationsstatistischen Unter- 
suchung bei den verschiedenen Weizensorten unterzogen werden. 


I. KorngréBe. 
In gleicher Weise wie in der dritten und vierten Mitteilung wurden 
die am haufigsten vorkommenden vier Weizensorten zur Untersuchung 
herangezogen. 


1. Typus der Variationskurven. {['Tabelle I (~).| 
Alle Verteilungskurven (Mittel von 6 Jahren) weisen ein Maximum 
auf. In der Position dieses Maximums kann keine Regelmabigkeit 
beobachtet werden. Weizen! zeigt eine relativ grobe symmetrische 
Verteilung, auch bei Weizen II und IV ist nur eine geringe Schiefheit 


1) I. bis ILI. Mitteilung, diese Zeitschr. 177, 168—195, 1926; IV. Mit- 
teilung, ebendaselbst 181, 117, 1926. 
*) Zaharia, Le blé roumain Bukarest 1910, 581 5. 
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Tabelle I. KérnergréBe bei verschiedenen Weizensorten. 





1000-Korns Zahl der Falle Verteilung in Proz. der Analysenzahl 
gewicht (g) ; Ye ee FUMES ot GELe Ser tee Y 
ae 1900 | 1901 | 1902 1903 1904 1995. | 1900. 1901 | 1902 | 1903 | 1904 1905 
Weizen I. 
16 
18 
20 1 l 0.6 0,1 
22 2 3 5 2,1 1,9 05 
24 2 2 6 1 14 2,1 38 1,] 
26 1) 1 1 10 3 26 0.7 115 08 64 21 28 
28 3. «210 l 10 16 40 2,1 104 04 64 112 44 
30 10 21 8 14 14 79 70219 32 93 90 98 86 
32 21, 3% 13 17. 31 136 14.7 260 5,2 225 10.9 21,7 148 


ot 41 14 37 16, 40 188 28,7 146 14,7 31,0 10.2 28.0 20,4, 40.9 


12 
29 
40 
36 32 4 64 2 38 26 189 224 42 24 194 244 182 205! © 
38 21 5 61 9 © 7 123 14,7 52237 70128 49 134 
40 5 36.67 #12 3 63) 35 1443 54 7.7 21 69 
42 4 2 06 3 6 1 42 28 21103 24 38 07 46 
44 2 3} 1) 8 go! ai we 12 08 19 14 12 
46 1 2 3 04 16 03 
48 1 1 04 0.1 
50 1 1 207. 04 0.2 
=... 143 95 252 129 156 143 919 
oat vale |) —| — — — — 2,08 1,91 1,79 1,72 2,20 1,69 2,50 
Weizen II. 
16 Ta | 0.2 0,07 
18 2 2 08 0,15 
20 l l 2 0.8 0,4 0,15 
22 2 4 1 709 16 02 05 
24 4; 4 1 10 0 2 19 33 04 41 21) 21 
26 7 12 #1 38 WwW 2 61 33 99 O04 31 66 46 44 
28 26 12 2 5 2% 54 123 12,1 99 09 51 99 11,3 8.9 
30 4223 15 14 33 86 123 19,6 19.0 6,7 143 13.6 18,1) 155 
32 39 32 31 2 31 111 269 18.2 264 138 255.128 283 196 
34 35 25 52 16 37 89 254 16.4 20,7 282 16.3 15.2/18,7) 185 
36 29 4 #52 16 27 57 185 136 33 282 163 11,1 120 134 
38 1 4 2 LL @ 2B 109 70 33 121 112 99 59) 79 
40 ll 3 9 6 17 9 65 51 24 85 61 70 19 47 
42 3 1 i 1 8 8 2 14 O08 49 10 33 06, 20 
44 l 10 5 2 18) 47 45 20 04° 13 
46 3 114 3 ® 10,16 04 07 
48 1 1 3 04 0.2 0,15 
50 } aol 
=... | 214 121/224 98 243 476 1376) 
Rel. Varies |__| | _ __. | 9,00 2,10 2,00 1,77 2.55 3,00! 3,00 


tionsbreite | 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





1000-Korn. || Zabl der Falle | Verteilung in Proz. der Analysenzahl | 
gewicht (g) || pontine _ \ Py = 


(Klassens | ] i = 
mitten) |/1900| 1901 1902 1903 | 1904 1905) 1900 | 1901 | 1902 1903 | 1904 1905 


Weizen ITT. 

16 
18 
20 0.6 0,1 

23 06 O8 
3.2 35 06 15 
8.6 135 23 690 
75,06 68146123 92 
118 64 11,6 123 173 115 
26.9, 5,1 29.9 11,7 240 19.0 
19.4 21,8 244 11,7 25.1 200 
75 192 116140 94 128 
108'269 75 94 4,7 116 
11} 7.7 20 53 53 43 
11) 90 41 12 06 3.2 
22} 32 1,3) 1,1 


uw 


24 
26 
28 
30 


~1 @ 


— oo > OS mh = m ~3 mS OO 


48 
50 
Sa 7 171 171 784 
Rel. Variax | __ _ — — — 175 1.83 1,57 1,50/2,10 2.00 


tionsbreite | 
Weizen IV. 

16 

18 0.6 

20 

13 3.6 7.9 06 
26 2.0 10.9 63 68 
35 8.0 7,2 20 7,1 103 
56 6.0 164 1,1 50 95 168 
95 18,0 27,5, 22,168 15.9 20.6 
106 30,0 12,7 118/247 11,1 219 
94 240 5529.0 198 7,9 142 
63 20 3,6 280 139 103 45 
54 40 3.6 17,2)12,.9 135 258 

20 91 32 50 63 06 

6 20 3,2 1,6 
3 20 1,1 08 
4 
I 


24 


28 
30 
a9 


—_— 
ao Oo *® & bo 
oe 


e & 
m— tom oo et to 


mw bw 


34 
36 
38 
40 


at 


42 
44 
46 
48 
50 

Z...i|so|s 580 

Rel. Varies |_| _ . - — 1,83 1,82) 1,71! 1,54) 2,09 2,22 


tionsbreite | 


——— De DOO We eH 


2,2 1.6 
11 
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ese der Kurven zu beobachten, hingegen 
Ees>e 7 eaocm : we 
essili- @ oe (ist diese bei Weizen III mehr aus- 
z¥3"3 3 ; gesprochen. Jedenfalls ist unter allen 
ree ae untersuchten Verteilungskurven die 
5 gos n =22aS8 Variationskurve des Kdérnergewichts 
Ess g | Seer bei den einzelnen Sorten die am 
is meisten symmetrische. Die Jahres- 
2. 882225 kurven fiir das Kornergewicht zeigten 
2 ai---«s— diese RegelmiBbigkeit nicht'), wohl 
aber die mittlere Kurve des Gesamt- 
¥ AZEZ SH materials fiir alle 6 Jahre. 
| Auch die einzelnen Jahreskurven 
§ > le sereseer (nach Sorten geordnet) welsen in der 
pri} & a a a a Se iiberwiegenden Anzahl der Fille nur 
| | § ein Maximum auf, wenn auch die 
Si| 2 . Q3gse Stellung dieser Maxima verhiiltnis- 
3 * AaaA-aA-~ maéBig groben Schwankungen unter- 
3 Z essex worfen ist. 
g g °*| Saacean Nur in einem Falle (Weizen III 1904) 
2 ist eine zweigipfelige Kurve zu _ beob- 
3 = egsenx achten, aber auch in diesem Falle ist 
2 2° ZSSSRS das doppelte Maximum sehr wenig aus- 
& | ' gesprochen, sondern es handelt sich viel 
Ti] €.2 + eher um eine sehr flache Kurve, die 
= g8a7 Bs === e8 fast dieselbe Anzahl der Faille in sechs 
‘S | E>-+= g/ Aaa Klassen, also in der Halfte aller be- 
be _ setzten Klassen aufweist. 
a 
> - Aart or 
| Le SBSSSA 2. Variationsbreite. 
~ j 
Pe Die relativen Variationsbreiten des 
~ 219 Oore> - ‘ md , ’ 
3 | filer BESSaa K6érnergewichts ‘Teprasentieren (mit 
Ausnahme der EiweiBwerte in einigen 
sooi—ooot ., SSLSSS Fallen) immer viel héhere Werte als 
I waz19M ai-cicies— die der iibrigen untersuchten Eigen- 
schaften. Es wird also die in der 
S06 —O0st ASS==fR -zweiten Mitteilung gemachte Beob- 
ama aN achtung bestiitigt, daB die KorngriBe 
.. des Weizens die im allgemeinen am 
“=  meisten variable Eigenschaft darstellt. 
_ 8 Am niichsten steht EiweiB, dann folgt 
; sca # Asche, Cellulose und Fett. Am kon- 
a | z Be stantesten unter allen ist das Hektoliter- 
. -—= © 
BSacEx 
sesage 1) Siehe IT. Mitteilung. 
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gewicht. Die relativen Variationsbreiten der KorngréBe bei den ein- 
zelnen Weizensorten weisen gréBere Unterschiede auf als die Werte 
fiir die chemischen Eigenschaften und das Hektolitergewicht, und 
zwar ist die relative Variationsbreite der KorngréBe bei Weizen II, 
bei dem auch die gréBte Anzahl der Fille untersucht wurde, die gréBte. 
Die maximale Abweichung von der kleinsten Variationsbreite 
(Weizen I11) betrigt 36 Proz.; hingegen ist die gréBte Abweichung 
(ebenso berechnet) bei EiweiB 23,5 Proz., bei Cellulose 22,8 Proz., 
bei Fett 16,8 Proz., bei Asche 11,1 Proz. und beim Hektolitergewicht 
5 Proz.'). Die vier untersuchten Weizensorten weisen daher praktisch 
beim Hektolitergewicht dieselben relativen Variationsbreiten auf, 
unterscheiden sich aber ganz wesentlich in dieser Hinsicht in der Korn- 
gréBe; die chemischen Eigenschaften nehmen eine Mittelstellung ein. 
Das Hektolitergewicht wird daher am wenigsten, die KorngréBe am 
meisten von den Verinderungen des Weizens beeinfluBt ; die chemischen 
Kigenschaften sind nicht so starken Verinderungen ausgesetzt wie 
eben die KorngréBe. 
3. Héufigste Werte. 
Tabelle III. 
Haufigste Werte des Kérnergewichts, verschiedener Weizensorten. 

(Gewicht eines Kornes in Milligrammen ‘bzw. 1000 Kérner in Grammen.) 





Weizen I ; Weizen II Weizen III Weizen IV 


1900 34 30 32 32 
1901 32 32 32 30 
1902 36 35 38 34 
1903 34 32 32 32 
1904 36 34 28 30 
1905 34 32 34 32 

= 35 32 34 32 

(Mittlere Kurve) 


Die einzelnen Weizensorten unterscheiden sich dadurch, an welcher 
Stelle der haiufigste Wert liegt. Weizen | weist sowohl in der mittleren 
Kurve als auch in nahezu allen Fallen der einzelnen Jahreskurven 
das héchste Kérnergewicht im hiufigsten Werte auf, die drei anderen 
Weizensorten stehen einander naher, und es liBt sich keine Regel- 
maBigkeit bei ihnen in der Verteilung der haufigsten Werte nach- 
weisen. 


1) Auch in dem Falle ist die gréBte Differenz der relativen Variations- 
breiten gréBer, wenn die Zahlen nach Jahrgingen und nicht nach Sorten 
gruppiert werden, wie dies mit Ausnahme der Asche auch bei den anderen 
chemischen Eigenschaften zu beobachten war, wobei dieser Wert etwa 
50 Proz. bei den verschiedenen Jahrgangen betriict. 
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Mit Riicksicht auf die verschiedenen Jahrgange 1l48t sich nur so viel 
feststellen, daB im Jahre 1902 alle Weizensorten die héchsten Werte fiir 
die KorngréBe aufweisen. In demselben Jahre beobachten wir einen 
niedrigen EiweiB-, Fett- und Cellulosegehalt der Weizenkérner, welcher sich 
insbesondere bei der mittleren Verteilungstabelle (I. Mitteilung) des Cellulose- 
gehalts auBert, indem eben 1902 der Cellulosegehalt in der stetig steigenden 
Reihe von 1900 bis 1905 nach unten hinausfallt. Die groBen Weizenkérner 
des Jahres 1902 sind also dem hohen Starkegehalt zuzuschreiben. 


4. Prozentzahl der Fdlle in der haéufigsten Gruppe. 


Die gréBte Anzahl der Fille in der haufigsten Gruppe ist bei 
Weizen |, die geringste bei Weizen Il zu beobachten. Doch sind die 
Differenzen zwischen den verschiedenen Weizensorten diesbeziiglich 
sehr gering. Dieselbe Erscheinung lieB sich auch bei der Gruppierung 
nach Jahrgingen beobachten. 


5. Prozentzahl der Fdlle in den oberhalb und unterhalb der hdufigsten Werte 
gelegenen Gruppen. 

Wenn wir die Verteilungstabelle in drei Gruppen teilen, wie 
dies aus Tabelle 1V ersichtlich ist, so erhilt man bei Weizen I in den 
Gruppen mit den héheren Kérnergewichten einen gréBeren prozentualen 
Anteil der Fille als bei den drei anderen Sorten. 

Dies ist sicherlich eine der Ursachen, warum man in Ruminien 
auf Grund, empirischer Erfahrung Jen ungarischen Weizen gegeniiber 
den anderen Sorten fiir den Anbau'herangezogen hat. Die variations- 
statistische Analyse hebt so am besten den wirtschaftlichen Vorteil 
des Banater Weizens hervor. 


Tabelle IV. 
Prozent der Fille. 





1000+KornsGewicht a Klassen va —" ee ee 
g Weizen | Weizen II Weizen Ill | Weizen IV 
15—31 19.5 31.8 28.1 39.0 
31—37 55.7 51.5 518 45.4 
37—5l 26,7 16.7 20.2 15,6 


Il. Hektolitergewicht. 


Bereits bei der Untersuchung der Verteilung der Zahlenwerte fir 
das Hektolitergewicht mit der Ordnung nach Jahrgingen ergaben sich 
auffallende Abweichungen der Zahlenreihen von den sonstigen Ver- 
teilungstabellen. Es ist daher von Interesse, die Verteilung der Werte, 
nach Sorten geordnet, zu untersuchen. 
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Hektolitergewicht verschiedener Weizensorten. 











hl-Gewicht 
(Klassen: 
mitten) 


kg 


66 
68 


72 
74 
76 
78 
80 
82 
84 
86 


Rel. Varias | 
tionsbreite 


65 
67 
69 
71 
73 
75 
77 
79 
81 
83 
85 
66 
68 
70 
72 
74 
76 
78 
80 
82 
84 
86 


Rel. Varies } na 
tionsbreite 


o BS SBS ane 
-saS8a uw 
seux__- 


6 
27 
59 
30 


10 
46 


13 


92 


Zahi der Fille 


1903 1904 


61 
15 


te 


ll 
38 
48 


41 


243 


481 1368 


Verteilung in Proz 


y 
1905 1900 


Weizen I. 

2 

l 

2 
1 1 21 
2 32 28 
13 70 #63 
34 183 205 
5S 295 22.6 
26 «260 38,7 
l 60 70 


1 

2 

2 
6 4 
2 13 14 
9 46 42 
32 141 155 
41 216 19,1 
48 317 310 
8 163 26,7 
l 10 O07 

141 916 
—' — 118 

Weizen LI. 
l 


4 9 O99 
13 2 19 
28 #59 61 
71 117 :113 
77 #211 19,7 
116 337 286 
130 387 22.1 
49 190 94 


3. 35 

2 
1 3 
6 10 O99 
8 32 33 
38 78 94 
81 175 155 


101 314 27,7 
1238 315 225 
96 329 17.9 
17 10 28 


der Analysenzahl 


1901 1902 1903 1904 1905 


10 
3.0 O04 
113 1.1 O8 


244.8 33 48 
39.2 123 21.2 
16.5 30.9 465 


4.1 39.0 32.6 
123 32 
04 

1.0 

10 

6.1 O04 

134 30 32 

H4 56 79 

23.7 20,1 36.2 


10.3 39,4425 
28.5) 10,3 


2,7 


1,19 1,18 1,12 


17 
7,5 09 2.2 
143 19 54 
294 86 218 
36.2 20.0 28,2 
9,2 34.6 38.1 
16 25.0 33 

‘,é 

0,9 

05 11 
4.2 11 
6.7 14 1,1 
18,5 64 15.2 
49.6 14.5 27.2 
14.3 22.3 32.6 
5,8 34,1 21,8 
0.8 18,2 

2,7 


1,27 


0.4 
0.4 
04 
2,1 
24 
74 
19,3 


36,2 


25, 


6.2 
0.8 


04 
3,3 
45 
15,6 
19,7 


38,3 


16.9 
04 


1.21 1,17 1,25 1,19 1,27 


as 


~ 
. . . ~ . 
“io tS — bo +1 ~1 


— de bo 
= te © 


14 
22,7 


» ). 


= 


a’ 


— Se 

e , 

~ 7.4 

3 0 et ee 


1,17 


1,24 


t- 
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Tabelle V (Fortsetzung). 
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hl-Gewicht | Zabl der Fille Verteilung in Proz. der Analysenzahl 
(Klassen: | 5 x 
mitten) . - em : T - 
kg /1900 1901 1902 1903 1904 1905 1900 1901 1902 1903 1904 1905 
Weizen ITI. 

a) 65 Te 06 0.1 
67 1 1} a 8 1,0 0.6 06 O04 
69 l l 1 4 7 22: 1,0 0.8 24 09 
71 3°10 2 1 2 9 2 65 102 12 O08 1,1 54 34 
73 8 19 6 10| 4 IL 58 174 197 38 7,7 23 65 75 
75 5 18 13 28 10 29 103 108 186 83 21,5 5,6 17.2 133 
77 11 29 18 39 29 46 172 23.9 299 11,5 30.0 16.4 27,2 22,1 
79 9 17 67 38 71 48 250 19.6 17.5 48.0 29.2 40.1 284 322 
81 9 2 43 11 48 16 129 196 2.1 276 85 27,1 94 166 
83 7 1/18 4] 94 45 08 68 24 3,1 
85 l 1 0.8 0.1 

b) 66 | 3 06 0) 
68 2 lf UE 2.0 0.6 1,7) O8 
70 1; ei 1] 2 7 16 22 52 06 16 42 20 
72 6 8 4 4 83 8 33 130 83 25 31 17 48 42 
7 7 2% 8 16 8 19 82 152 £48 51123 35 112 106 
76 9 30 20 41 16 36 152 196 309 138 315 9,0 213 196 
78 9 16 32| 38 48 49 192 196 16,5 20,5 29,2 27,1 29,0, 24,7 
80 9 12 69 23 71 35 219 19,6 12.4 448 17,7 40,1 20,7 282 
82 5 19 5 27 Il 67 109 122 39153 65 89 
4 3 3 6 1,9 17 0.8 
86 l 1 0.8 0,1 

, 2... 46 97 156 130 177 169 775 
» Rel Vari |g ITs 1,19) 1,18 1.23 1,24/1,26 1.31 
Weizen IV. 

a) 65 
67 3; 11 8 18 06 05 
69 2; 2 1) 1 #1) 4) WL 44) 37 11 09 O09 25) 19 
71 2; 8 1! 1 12 2% 44 148 11 09 75 42 
73 2| 7 5 1 21 36 44 130 47 09 13.1 63 
75 5 12 8 12; 8 33 81 108 223 89 112 7,2 20,6 138 
77 11 18 13 32 20) 46 140 23,9 338 145 29,9 18.0 28.8 247 
79 14 7 26 39 58 32 171 304 13,0, 28,9 364 47,7 20.1 301 
81 8 27 16 19 #11 81 173 30.0 15.0 17,1, 6.9 142 
83 2 14; 1] 7 24 «43 155 09 63 42 
85 

b) 66 2 2 18 0,35 
68 1 h} 1 2 5 22 11 0.9 12 09 
70 | 6 1 4) 12 2,2/11,7 0.9 25 21 
72 4 8 1 1 1 16 31 86149 11 09 09 100 54 
7 3) 8 3 12 1 382) 59 65/149 33 112 09 200 104 
76 10 19 13 26 14 45 127 21,7/35.2 145 243 12.6 28,1, 22.4 
78 11 11 9, 26 34 32 123 28.9 20.4 10,1 243 30,6 20.1 21,7 
80 8 2 3 35 46 22 148 173 3,7 389 82,7 414 13.8 260 
72 8 4% 6 12 #%7 57 :173 26,7 56 108 44 100 
84 4 4 44 0.7 
86 j 

>... 46 54 90 107 111 160 568 

Rel. Varies ||) _ — — — — 1,20 1,14 1,22 1,20) 1,24 1,20!) 1.25 
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Tabelle VI. 


Haufigste Werte (in Kilogrammen) des Hektolitergewichts bei verschiedenen 
Weizensorten. 





Weizen | Weizen II Weizen III Weizen IV 


Jahr - 
b b b b 
1900 80 76 7 78 78 
1901 76 ) 76 76 
1902 80 ¢ | 80 SO 
1903 ¢ 80 { ¢ 80 
1904 80 ¢ 80 ‘ 80 
1905 ¢ 80 ¢ 78 


2 7 80 . ¢ 80 ‘ 80 
(Mittlere Kurve) 


1. Typus der Variationskurven. 


Bei der Aufteilung des Materials in kleinere Gruppen (mit | kg 
Klassendifferenzen) ist die Verteilung sehr unstetig, es kommen neben 
Kurven mit einem Maximum auch solche mit zwei oder drei Maximis vor. 


Wir haben nur die mit geringerer Gruppenzahl (Intervall 2 kg) 
geordneten Tabellen angefiihrt. Hier zeigen die Kurven nur ein 
Maximum. welches ebenso wie bei den Jahreskurven nahe dem héchsten 
Werte liegt. 


! . . 
2. Variationsbreite. 


Die relativen Variationsbreiten sind bei den verschiedenen Weizen- 
sorten praktisch gleich, indem die maximale Abweichung bei den Kurven 
fiir alle 6 Jahre insgesamt nur 4,5 Proz. des Minimalwertes betrigt. 
Das Hektolitergewicht des Weizens weist daher sowohl nach Sorten als 
auch nach Jahrgingen geordnet die grépte Konstanz unter allen unter- 
suchten Faktoren mit Riicksicht auf die Variationshbreite auf. 


3. Hdufigste Werte. 


Bei allen vier Weizensorten fallen die hiufigsten Werte in der 
mittleren Kurve (2) in dieselbe Gruppe, und zwar je nach der Ordnungs- 
methode auf 79 bzw. 80 kg. 


Betrachtet man aber die hiufigsten Werte der einzelnen Sorten 
nach Jahren geordnet, so lassen sich doch zwischen den verschiedenen 
Sorten bestimmte Unterschiede nachweisen, und zwar ahnlich wie 
beim Kérnergewicht in der Weise, daB der hiufigste Wert der Sorte | 
im allgemeinen héher ist. Nur die Jahre 1901 und 1904 bilden dies- 
beziiglich eine Ausnahme, indem hier alle Sorten das gleiche Hekto- 
litergewicht im haufigsten Werte aufweisen. 
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4. Prozentzahl der Falle in der hdufigsten Gruppe. 


Die Prozentzahl der Fille in der haufigsten Gruppe zeigt grobe 
Verschiebungen, je nachdem man die Gruppenteilung vornimmt 
(Gruppenteilung a und b). 19,6 bis 49,6 Proz. aller Falle bei der Ordnung 
des Materials nach Sorten und Jahrgiingen, und 24,0 bis 34,7 Proz. 
aller Falle bei den Verteilungsreihen der verschiedenen Sorten fiir 
alle 6 Jahre fallen in die hiufigste Gruppe. Im letzteren Falle sind 
diese Werte insofern fiir die verschiedenen Sorten charakteristisch, 
daB Weizen I die héchste und Weizen II die geringste Zahl der Fille 
in der haufigsten Gruppe aufweist. (Diese Gesetzmibigkeit besteht 
aber fiir die einzelnen Jahresverteilungstabellen nicht.) 


5. Prozentzahl der Fdlle in den oberhalb und unterhalb der hdujfigsten Werte 
gelegenen Gruppen. 


Fiir diese Berechnung wurde die Ordnung des Materials in kleineren 
Gruppen (1 kg Intervall) herangezogen, da bei dieser Teilung die 
Unterschiede deutlicher hervortreten, weil man auf diese Weise in 
der hiaufigsten Gruppe weniger willkiirlich hineingezogene Fille hat. 

Aus Tabelle VII ersieht man, daB bei Sorte I eine gréBere Prozent- 
zahl der Fille in die Gruppen mit hohem Hektolitergewicht fallt als 
bei den drei anderen Sorten. Qualitativ ist daher Sorte I'am besten. 

Unter die haufigste Gruppe (79,5 kg) fallen bei Weizen I 46,3 Proz., 
bei Weizen II 67,7 Proz., bei Weizen III 52,0 Proz. und bei Weizen IV 
53,2 Proz. aller Fille. Noch auffallender gestalten sich die Verhalt- 
nisse, wenn wir noch eine weitere Unterteilung in der Gruppe vornehmen, 
die unterhalb des haufigsten Wertes liegt. Diese Unterteilung wird 
dadurch ermédglicht, daB ein steiles Abfallen der Kurve diesen Kurven- 
teil in zwei Halften teilt. Als Grenzpunkt wurde die Gruppe 76,5 kg ge- 
wahlt, die vor dem steilsten Abfall der Kurve liegt und die zugleich mit dem 
zweiten Maximum der Kurve zusammenfallt. Bei dieser Unterteilung 
fallen auf die niedrigsten Werte des Hektolitergewichts prozentual noch 
viel weniger Fille bei Weizen I als bei den anderen Weizensorten. Es findet 
sich also ganz regelmaBig, daB Weizen I im Durchschnitt unter gleichen 
Bedingungen Ernten mit héherem Hektolitergewicht liefert, wobei die 
hauptsachlichsten Unterschiede in den Gruppen mit den _niedrigsten 
Hektolitergewichten beobachtet werden. 

Ohne mit der Analyse in die weiteren Einzelheiten einzugehen, 
laBt sich also sagen, daB die verschiedenen Weizensorten in den hier 
untersuchten physikalischen Eigenschaften eine geringere Verschiebung 
verursachen als die Witterungsverhaltnisse, und daB sich die am 
Gesamtmaterial gefundenen RegelmaBigkeiten bei den einzelnen 
Sorten bestatigen. Ferner lieBen sich auch RegelmaBigkeiten bei den 
einzelnen Sorten nachweisen, die zu einer besseren Charakterisierung 
des Weizens dienen kénnen, als es die Berechnung des Mittelwertes 


fiir die einzelnen Eigenschaften ist. 


ee ee ea 
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Insbesondere zeigt sich bei der Untersuchung der KérnergréBe 
und des Hektolitergewichts, daB die in die Gruppe I (Zaharia) ein- 
geteilten Weizenproben sicher qualitativ besser sind als die drei anderen 
Sorten. Mit Riicksicht auf die Sorte sind die beiden hier analysierten 
physikalischen Eigenschaften charakteristischer als die chemischen 
Eigenschaften (mit Ausnahme des Cellulosegehalts). Es soll auch 
nochmals wiederholt werden, daB Weizen | einen niedrigeren Cellulose- 
gehalt aufwies. 

Unsere Befunde sind daher im besten Einklang mit der praktischen 
Unterscheidung der Weizensorten. Ein spezielles Interesse aber bean- 
sprucht die Tatsache, daB sich die Variationsbreiten der einzelnen 
Eigenschaften und die charakteristischen Unterschiede zwischen den 
verschiedenen Sorten nicht parallel verandern, denn das Kérnergewicht 
zeigt die gréBte, das Hektolitergewicht die geringste Variationsbreite, 
wihrend beide zugleich unter den untersuchten Eigenschaften (mit 
Ausnahme der Cellulose) die gréBten Differenzen zwischen den ver- 
schiedenen Sorten nachweisen lassen, die bei den anderen chemischen 
Eigenschaften nicht so stark ausgepragt sind, wobei diese untereinander 
viel weniger in ihren Variationsbreiten differieren. Die verschiedenen 
Weizensorten kinnen also nach den physikalischen Eigenschaften ( Kérner- 
grépe und Hektolitergewicht) und nach dem Schalengehalt wnterschieden 
werden. Fiir die ernihrungsphysiologisch wichtigen Eigenschaften, die 
einer variationsstatistischen Untersuchung auf Grund der Daten von 
‘ Zaharia unterworfen wurden, ist in erster Linie die Witterung maBgebend. 








Zur Frage der Bioradioaktivitét der Pflanzen 
und der Existenz von Radiumelementen in denselben. 


Von 


E. Burkser, I. Brun und K. Bronstein. 
(Aus dem Institut fiir Chemie und Radiumforschung, Odessa.) 


(Eingegangen am 23. November 1926.) 


Im Jahre 1924 verdéffentlichte Nodon') seine Arbeit mit dem 
Hinweis, daB lebende Pflanzen und Tiere, ahnlich den radioaktiven 
Stoffen, unsichtbare Strahlen aussenden, die auf das Elektroskop 
und photographische Platten wirken, aber nach dem Tode diese Fahig- 
keit verlieren. In den Nodonschen Experimenten rufen nach 20 Stunden 
Exposition sowohl manche Insekten wie Pflanzenblatter Verdunkelung 
der photographischen Platte hervor und in der lonisationskammer 
die Zerstreuung der Ladung einer Reihenordnung von Uraneinheiten. 

Indem wir uns mit dem Studiim des Auffindens von Radium- 
elementen in einigen Pflanzen beschiftigten, beschlossen wir, die von 
Nodon beschriebenen Erscheinungen naher zu betrachten und eine 
Reihe von Untersuchungen, analog derjenigen von Nodon, vorzunehmen. 
die ausschlieBlich Pflanzen betreffen. 

In eine lonisationskammer mit einem Rauminhalt von 10 Litern 
wurden frische Pflanzenblitter und Stengel untergebracht. Ein mabig 
groBer Zylinder, verbunden mit einem empfindlichen Elektroskop 
(Elster), diente zur lonisationsaufdeckung. In dem angegebenen 
Apparat rufen sogar sehr schwach aktive Kaliumsalze merkbare Zer- 
streuung der Ladung hervor. Das Elektroskop hatte eine Kapazitat 
von 13,6em, und die Potentialdifferenz, bei der die Experimente aus- 
gefiihrt wurden, war durchweg 180 bis 210 Volt. 

Vor dem Experiment mit den Pflanzen wurde immer die Grébe 
des Selbstverlustes der Ladung mittels des Apparates ¢ bestimmt, dann 
wurde auf dem Boden der Kammer eine dichte Schicht (Oberflache 
380 qem) der zu untersuchenden Pflanzen verteilt und wiederholt 
die Zerstreuung der Ladung bestimmt. Die Resultate sind in Tabelle | 
wiedergegeben. 


1) C. r. 1924, S. 178. 
Biochemische Zeitschrift Band 181. 
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Tabelle I. 
Stroms 
Dauer 
Benennung der Pflanze Zeit der der I — as 
. Untersuchung  Beobs oie? merkungen 


achtung psE s 


Phleum pratense. . 27.IV. 1926 45° 0.18 Frisch abgeschnitten 
" ~ eet . IV. 45° 0 Dieselbe, welk 
5. V. 1h 5 0.024 Frisch abgeschnitten 
iV. l 0.039  Dieselbe, welk 
% 2 45 0 Dieselbe, vertrocknet 
0.004  Dieselbe, mit Wasser angef. 


- 


29 
5 
6 
10 
10 
25 
Lysimachia .... 25.1X. 
25 
27 
29 
5 
6 


Diantus caryophilus TX. 19251 0 Blatter und Stengel 
! 0 u z i 
Nicotiana Tabacum . TX. 1 0 i ‘ z 
Iris germanica . IV. 1926 45 0.03 Frisch abgeschnittene Blatter 
a - .1V. 45 0 Welke Blatter 
2 5. V. 1 30 0.025 Frisch abgeschnittene Blatter 
” 4 . V. 1 0.024 Welke Blatter 
- a 10. V. 45 0 Trockene Blatter 
* F gm Te ie 45 0 Mit Wasser angefeuchtet 
Syringa vulgarica . 13 V. 1 45 0.037 Frisch abgeschnittene Blatter 
. - > 1 eee We 45 0.006 . . J 
13. V. 45 0.014 - n 4 
~ 4 ‘ 14. V. 45 0.054 Welke Blatter 
lonicera tatarica. . 13. V. 45 0 it . 


Wie aus den Ergebnissen der Messungen zu ersehen ist, wird eine 
unbedeutende Ionisation in manchen Fiillen in frisch abgeschnittenen 
oder welken Pflanzen, aber niemals in ausgetrockneten hervorgerufen. 
Die Ursache ist nicht in der Luftfeuchtigkeit zu suchen, da die An- 
feuchtung der trockenen Blatter keinen Effekt hervorruft. 

Die Erscheinung der Ionisation kann ihre Erklarung darin finden, 
daB die chemischen Prozesse, die in den Pflanzen entstehen, Gas- 
absonderung zur Folge haben. Die GréBe der beobachteten lonisation 
ist entweder gleich Null, oder sehr minimal — viel niedriger als die- 
jenige, die bei analogen Verhiltnissen in den Kalisalzen anzutreffen 
ist (0,28 .10-* E.S.E.), jedenfalls kein Vergleich mit der lonisation. 
die durch Uranverbindungen entsteht. In einer zweiten Reihe von 
Experimenten haben wir die Wirkung von Blatter und Stengel zweier 
Pflanzen (Tabak und Nelken) auf photographische Platten verfolgt. 
Im voraus wurde festgestellt, daB Mineralien mit einer Aktivitat von 
etwa einer Uraneinheit nach 48 Stunden eine merkliche Schwirzung 
auf photographischen Platten hervorrufen. 

Im ersten Versuch, den wir mit photographischen Platten (,,Aero- 
photo“) héchster Sensibilitat (nach Wien 90) vorgenommen haben, 
bedeckten wir die Platten mit Aluminiumblattchen von der Dicke 
0,01 mm und legten darauf frisch abgerissene Blitter von Werbena, 
Nelken, Tabak, Rosen, Geranium. 
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In einem separaten Versuch wirkten wir auf die photographische 
Platte durch ein sehr diinnes kolloidales Hiutchen, das a-Strahlen 
frei durchlaBt. 

Die Exposition dauerte 3 Tage, danach entwickelten wir dic 
Platten wie in den folgenden Experimenten mittels Adurol in Pott- 
aschelésung. 

Im zweiten Versuch wirkten wir auf dieselben Platten direkt 
mittels Blatter derselben Pflanzen im Laufe von 24 Stunden in einer 
Kammer, die fiir das Licht undurchdringbar war. Zu diesem Versuch 
benutzten wir Platten ,.Agfa Chromo Isolar“ mit einer Sensibilitat 111 
(nach Wien). 

Pflanzen wurden zusammen mit der Wurzel genommen, welche 
in feuchte Watte eingewickelt und in ein Reagenzglas hineingegeben 
war. Die Platten wurden in schwarzes Papier eingewickelt, im. 
permeabel fiir das Licht, und mit der lichtempfindlichen Schicht nach 
oben gerichtet. Das ganze Experiment wurde in einem beleuchteten 
Zimmer ausgefiihrt. Die Exposition dauerte 6 Tage. 

Analoge Versuche wurden parallel im Dunkeln aufgestellt und 
ergaben alle ein negatives Resultat. 

Nur in einem Falle riefen Tabakblatter infolge von Feuchtigkeits- 
absonderung bei direkter Berithrung mit der lichtempfindlichen Schicht 
zwar keinen Abdruck, sondern eine Auflockerung der Schicht hervor. 

Die von uns vorgenommenen Untersuchungen haben zu der Schlub- 
folgerung gefiihrt — soweit die Empfindlichkeit unserer Untersuchungs- 
methoden es erlaubt —, dafB die untersuchten Pflanzen keine Bio- 
radioaktivitat besitzen. 

Im weiteren haben wir eine Reihe von Untersuchungen  vor- 
genommen, die den Zweck hatten, aufzuklaren, ob einige Pflanzen 
Radium enthalten. Nach den Ergebnissen unserer Beobachtungen, 
betreffend die hervorgerufene lonisation. sind die Resultate héchst 
unbedeutend. 

Zu unserer Untersuchung hatten wir Asche einiger Pflanzen teil- 
weise aus den Umgebungen Odessas, teilweise aus Berdjansk benutzt. 
Die zu untersuchenden Pflanzen wurden auf eisernen Platten verbrannt, 
dann wurde die Asche bis zum vollstindigen Verbrennen des Kohlen- 
stoffs weiter gegliiht und nachdem in einer Menge von 50 g mit Atz- 
natron geschmolzen. Vermittelst Auslaugung mit Wasser wurden die 
léslichen Stoffe extrahiert, der unlésliche Niederschlag nach dem 
Auswaschen in Salzsiure aufgelést. Manchmal muBte dieser Prozeb 
zwei- und sogar dreimal wiederholt werden, bis sich zwei vollkommen 
klare Lésungen, eine alkalische und eine saure, in einer Menge von 
etwa 300 ccm bildeten. Die angewandten Reagenzien wurden vorher 
auf Anwesenheit von Radium gepriift. Die Lésungen wurden in 

10* 
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Curiesche Gefibe hineingebracht und eingeschmolzen und nach Verlauf 
von 30 Tagen in ihnen die Radiumemanation bestimmt. 
Die Emanationsmessungen sind in der Tabelle Il angegeben. 





Tabelle II. 
Radium: 
Benennung der Pflanze Sammelort inhalt 
in 1g Asche 
DY cw Se, ati Odessa 5 .10-% 
Helianthus annuus. . . = 43.10 
Zea mays ....... . 4.9.10 
Vitis vinifera (Rebe). . | Berdjansk 51,1. 10 
Urtica divica ..... o 3.8.10 
Artemisia ....... Odessa 8.6.10 


Wie zu ersehen, ist der Radiumgehalt in der Asche der untersuchten 
Pflanzen sehr unbedeutend und relativ mit Ausnahme der Trauben, 
die Radium in einer viel gréBeren Menge enthalten, als in den Bergarten 
zu finden ist. 


Thoriumgehalt. 


Nach der Entfernung der Radiumemanation durch Kochen in 
einem luftleeren Raume wurden Lésungen in einem speziellen Apparat 
einer Untersuchung auf Anwesenheit von Thorium unterworfen. 

Die Thoriumuntersuchung wurde nach der Methode der Emanations- 
messung ausgefiihrt, die in einem Kondensator bei gleichmaBigem 
Luftstrom geschah. In den Grenzen der Sensibilitat des Apparats 
(1 mg Thorium) in 50g Asche wurde Thorium nicht aufgedeckt. 

Die Untersuchungen werden weiter verfolgt. 
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Der Einflu8 verschiedener Praparate der Chiningruppe 
auf die fermentativen Funktionen des Organismus. 


VI. Mitteilung: 
Abhingigkeit der Chinin- und Harnstoffwirkung auf die Pankreaslipase 
von der Wasserstoffzahl des Mediums'). 


Von 
4. A. Smoredinzew und Y. A. Danilow. 
(Aus der chemotherapeutischen Abteilung des Tropeninstituts Moskau.) 
(Eingegangen am 23. November 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


in unseren vorhergehenden Mitteilungen*) zeigten wir, dab zum 
Unterschied von anderen Substraten die Spaltung des Triacetins durch 
die Lipase eines Glycerinextrakts aus der Bauchspeicheldriise bei 
Gegenwart von Chininchlorid und Chininsulfat etwas beschleunigt 
wird, wihrend sie bei Gegenwart von Carbamidsalzen stark verlangsamt 
wird bis zum volligen Stillstand. Dieser hemmende Finflu®B des Harn- 
stoffsalzes tiberwiegt in einer doppelten Verbindung desselben mit 
Chinin die beschleunigende Wirkung dieses letzteren. 

Um aufzuhellen, in welchem MaBe die beschleunigende oder ver- 
langsamende Wirkung der von uns untersuchten Verbindungen von 
ihnen selbst abhingt, war es notwendig, den Einflu® der aktuellen 
Reaktion des Mediums auf den ProzeB der Verseifung des Triglycerids 
in Rechnung zu ziehen. Zu diesem Zwecke wiederholten wir einige 
unserer friiheren Versuche und stellten zugleich parallele Versuche an. 
indem wir die Reaktion des Mediums mittels Puffergemischen ab- 
anderten. In beiden Versuchsreihen (mit Puffer und ohne Puffer) be- 
stimmten wir die Reaktion des Mediums nach elektrometrischen wnd 


1) Mitgeteilt in einer Sitzung der chemischen Abteilung der Gesellschaft 
von Freunden der Naturwissenschaften, der Anthropologie und Ethno- 
graphie am 14. Oktober 1926. 

2) J. A. Smorodinzew und V.A. Danilow, diese Zeitschr. 161, 178; 
164, 394, 1925. 








Loo J. A. Smorodinzew u. V. A. Danilow: 


kolorimetrischen Methoden. Fiir die schwach saure und neutrale 
Reaktion benutzten wir Mc /lvaines Citratphosphatpuffer und titrierten 
mit n/50 KOH auf Phenolphthalein, wihrend wir fiir die Versuche 
im alkalischen Medium einen Ammoniumchloridpuffer (1,5 cem 
n NH, + 8,5cem nNH,Cl mit pa = 8,72, elektrometrisch gemessen) 
gebrauchten und mit Thymolblau in 3- bis 5 proz. NaCl-Lésung titrierten, 
um den Umschlag der Firbung des Indikators deutlicher sehen zu 
k6énnen. 

In unsere Aufgabe gehérte nicht die Bestimmung des Optimums 
des pu-Wertes fiir die Pankreaslipase, welches von vielen Forschern 
unter verschiedenen Bedingungen bestimmt worden ist: 





Optimum der 


Bei der Spaltung Py Werte tur 
Pankreaslipase 
des Tributyrins im Phosphatpuffer ......... 6,95—8,0 *) 
. - - ss ee oe ae 8.0 —8,5 *) 
Ps Ges 8.3 —9,9 *) 
: Ammoniumehloridpuffer cat aoe i 8,6 *) 
Triacetins . ere eS 8,95) 
” Phosphatpuffer eae 7,0 —7.8 °) 
Olivenédls , Ammoniumchloridpuffer p RE eee 8,9 —9,27) 
. Phosphatpuffer . . 7.2 —7,7 8) 
Athylbuty rats im Posphatpuffer und Phosphat- 
hetuieatiee So ae 7,0 *) 
re 8.5%) 


Somit liegt das Optimum der py-Werte fiir die Pankreaslipase zwischen 
6.95 und 9,2. 


Bei pu = 3,7 bis 4,0 hért die Wirkung der Lipase auf. Nach Platt 
und Dawsons Ansicht wurden von vielen Autoren fiir das py-Optimum 
hohe Werte erhalten, weil in den ungereinigten Glycerinextrakten bei 
alkalischer Reaktion die Begleitstoffe die Lipase vor Zerstérung be- 


wahren. 
Wir bestimmten die Geschwindigkeitskonstante der Reaktion 


einerseits unter unseren Bedingungen bei saurer und andererseits bei 


‘) P. Rona und R. Pavlovit, diese Zeitschr. 184, 108, 1923. 

2) H. Davidsohn, ebendaselbst 45, 284, 1912; 49, 249, 1913. 

3) P. Rona und Z. Bien, ebendaselbst 64, 13, 1914. 

*) R. Willstatter und F. Memmen, Zeitschr. f. phys. Chem. 138, 216, 1924. 

») Dieselben, ebendaselbst 188, 229, 1924. 

®) @. V. Anrep, J. L. Lush und M.G. Palmer, Journ. of Physiol. 59, 
434, 1924. 

’) R. Willstatter, E. Waldschmidt-Leitz und F. Memmen, Zeitschr. f. 
phys. Chem. 125, 93, 1923. 

8) N. Umeda, Biochem. Journ. 9, 38, 1915. 

*) B.S. Platt und E. R. Dawson, ebendaselbst 19, 860, 1925 
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alkalischer Reaktion in den Grenzen des Optimums des py-Wertes 
fiir die Lipase. 

Vor allem iiberzeugten wir uns durch einzelne Versuche davon, 
daBb Chininzusatz wie beim Pepsin') die Reaktion des Mediums sehr 
wenig beeinfluBt, wobei das Chinin in n/20 bis n/320 Konzentration 
beinahe eine gleiche Wirkung ausiibt: bei Gegenwart eines Puffers 
riickt es die py-Werte ein wenig (um 0,1) nach der sauren Seite hin, 
bei Abwesenheit eines solchen um ebensoviel nach der alkalischen. 
Das Gemisch aus Triacetin, Extrakt, Chinin oder Wasser, mit welchem 
wir in den friiheren Versuchen manipulierten, wurde relativ gut ge- 
puffert, da waihrend 4 bis 5 Stunden der Verseifung des Esters die 
pu-Werte des Mediums sich durchschnittlich um 0,7 deplacieren; beim 
Zusatz eines Puffers wurde gew6hnlich wihrend desselben Zeitraumes 
pu um 0.5 nach links geriickt. 

Netzt man die Geschwindigkeitskonstante der Verseifung des 
Triacetins ohne Chinin bei pq = 8,0 gleich 100, so wird die Abhangigkeit 
der Geschwindigkeit der Reaktion vom py-Wert in Gegenwart und 
bei Abwesenheit von Chinin durch folgende Zahlen ausgedriickt: 


7100: ae eae i ; 
| mit Chirmn i 
- wate 
4 ; 





= e — ‘ 
ohne Chinin mit Chinin ° 


S 
Proz. Proz. ~ 700 


26.2 41.6 500 
64.8 79,7 - | 
758 90.0 8 2 BD Tw 


Abb. 1. Abhiingigkeit der 
100.0 86.2 Chininwirkung auf die 


Pancreaslipase 4;. 








Somit beschleunigt unseren Beobachtungen nach das Chinin 
die Hydrolyse um 15 Proz. im sauren Medium und verlangsamt sie 
in demselben MaBe im alkalischen. P. Rona und Gyotoku*) haben 
auch darauf hingewiesen, daB die Wirkung ungereinigter Lipase aus 
dem Schweinemagen in Gegenwart von Chinin bei py — 6,1 um 8,2 Proz. 
und bei pa = 6,98 um 19 Proz. beschleunigt wird; bei gereinigten Pri- 
paraten der Lipase aus dem Magen, der Leber, dem Pankreas des 
Kaninchens, Schweines, Rindes, Schafes und Hundes konstatierten 
diese Autoren Verzégerung der Spaltung des Tributyrins bei py = 6 
um 45 Proz., bei py = 7 um 50 bis 70 Proz. 


») J. A. Smorodinzew und C. 8. Lemberg, diese Zeitschr. 162, 266, 1925; 
J. A. Smorodinzew und N. P. Riabuschinsky, ebendaselbst 168. 73, 1926. 
2) P. Rona und Gyotoku, diese Zeitschr. 167. 171, 1926. 
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Tabelle J. EinfluB des salzsauren Chinins at I 
1 TE « 65 we = ble &% 10,0 1 proz. Triacetin .......... 10,0 a lp 
Ps + ¢ 6 0 46 6 9 © 1,0 Rn a Ere wa ae 6 x anaes 1,0 afd 
& Pe ee a 1,5 Dao 6 <'k oy w + 6 « 1,5 H. 
4 OS ee ea ae ae ee 15 NS eee eee ee 1,5 Ext 
5 —_ = — -_ = — — 
ste Pu s. Pu y 
s = = kolorimetrisch r = Ss | kolori eateteie P r P) s 
=| 33 meray | an ees ay ta, 35 
N sea mit ohne | oc elektr. mit ohne Se 
? Puffer Puffer | > Puffer Puffer > 
oO — 59 6,0 _ — -- 6,0 2 = -- j 
1 205 58 6.0 2,05 (0,013 14) | 1,25 6,0 6.1 1,25 0,007 96 10 
2 3,10 2.2 0,010 01 2,50 1,77 0,008 04 1.75 
3 405 5,7 5.9 2.34 0,008 78 2.95 6.17 6.0 6.1 1,70 0,006 34 23 
4 535 2,67 0,008 79 4,55 2,27 0,007 43 27 
5 615 58 5.8 2,74 0,008 13 5,90 59 2,23 0,006 55 35 
Mittel: 0,008 93 Mittel: 0,007 26 
Tabelie 11. EinfluB des salzsauren Chinins [Rayf P. 
l proz. Triacetin ........-.. 10,0 l proz. Triacetin .... . 1... 10,0 I pr 
me eS > eee eee 1,0 0 OR en ee ee 1,0 n/20 
§ Ps 2s ko c.0< 0 9 & 6 ® 15 ie i ie n< ns a ©. 6, @ 4 1,5 Puff 
3 Extrakt, frisch bereitet. ..... . 1.5 Extrakt, frisch bereitet. ...... 1,5 Extr 
s qucpaiiemmentans — — 
a v Pp oe Pu e 
c =< Pu |. =; ~ 2 
= : 3 semen K ts kolorimetrisch K t = 
7s ? z >. - 2 23 
S $2 mit obne o> elektr mit ohne 52 
> Puffer Puffer > Puffer Puffer ? 
o|/ —/ 78 | 73 ~ —|701 | 7 78 - , 
1 1.8 7,1 7.0 (0,011 52) 1,6 7,2 7.2 (0,010 22) 21 
2 3.1 0,010 01 3.0 0,009 68 3.45 
3 4,9 6.9 7.0 0,010 69 7.0 7.0 70 0,008 96 3.8 
4 6.1 0,010 08 4,7 6.57, 0,007 68 52 
5 7.1 6.7 6,8 0,009 46 5.8 6.8 6.8 0,007 65 59 
Mittel 0.010 06 Mittel: 0.008 49 
Tabelle 111. ‘“influB des salzsauren Chinins 
Iproz. Tricetin .......... 10,0 I proz. Triscetin . . . . . 10.0 
c.f te 1,0 ee 10 
5 IR a. Furnive syeisaiauece U5 ND sais acarls ature’ ote Us 
3 i ead ns gtk ete 15 Ee a bia, 6 wie 1,5 
Oo: aes — sine won 
Pt gS. P r= Pu e 
& “s ae 2 fs kolori een a x= 
= $3 Berns : . K, 23 o rimetriac K, K. $3 
N § < mit ohne 5 < elektr. mit ohne : Se 
? Puffer Puffer > Puffer Puffer ? 
oo — 8.4 — _ _— 8,29 8.4 — _ 
1 18 8.3 8,2 1,8 0,011 52 3,4 | 8,23, 83 8,2 3.4 (0,02201) l4 
2 41 2.9 (0,013 35) 4,1 2.9 0,013 35 16 
3. 44 8,2 8.0 2.5 0,009 57 5,1 8,15, 8,15 8.1 2.9 0,011 15 2.3 
4° 55 2,7 0,009 05 6,3 3.1 0,010 43 2.8 
5 64 7.9 7.9 2.8 0,008 78 74 8.0 8.0 3.3 0,009 88 3.2 
Mittel: 0,009 66 Mittel: 0,011 20 
sch ber 


1) Wie dieser Versuch zeigt, 


hydrolysiert der alte (sechswéchige) Extrakt etwas schwacher als der 
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! z. Triacetin 
n 20ChHCI 
,O 


kolorimetrisch 
mit ohne 
Puffer Puffer 


Pa — 
kolonmetrisch 
mit ohne 
Puffer Puffer 


elektr 


Verstarkte 
Aciditat 


Aciditat 


Verstarkte 


5,2 — - 5.1 5, 
5.2 1,0 (0,006 36) ! 4.8 5.0 07 (0,004 44) 
124 0.00559 0.77 000550 
4.8 133 860,004 92 ’ - 6 O87 0,003 19 
135 0,004 35 aL) 0,97 0,003 15 
4.6 145 0.00454 3, 25, y 45 12 9,003 87 


Mittel: 0.00487 Mittel: 0.00844 


auf Pankreaslipase bei neutraler Reaktion '). 





1 proz. Triacet.n . 10, 1 proz. Triaceti 
2/0 ChHCl.... igs H,O 

1 SS ae | Puffer (7,6) 
Extrakt, alter . Extrakt, alter 


Pa | 
kolonmetrisch kolorimetrisch 


mit ohne 
Puffer Puffer 


elektr. 


Verstarkte 
Acid tat 


mit ohne 
Puffer Puffer 


a 
= 
4s 

&< 
zu 
ac 
7 


3 : - 7.3 ’ 

a ‘ (0,013 46) mI 7,2 > 0,007 32 
OOLL 17 20 0.006 57 
0,008 23 , 7. 7.1 0,005 14 
0,008 53 q 0,005 01 

6.8 0,007 79 J 7, 70 0,005 88 


Mittel: 0.008 93 Mittel: 0.00598 


uf Pankreaslipase in alkalischem Medium. 





lproz. Triacetin . . . 1 proz. Triacetin 
n20ChHC! . HO Se She 
H,O 


Sade eo 6g t aoe 
Extrakt Extrakt 


Pa 
ohne 
Puffer 


Pu 


Verstarkte 
A ciditat 
Verstarkte 
Aciditat 


4 (0,008 93) ’ 04 0.002 53 
l 0,005 11 0,85 0,003 82 
3 0,004 92 45 0.8 0,002 98 
4 0,004 51 8 0,92 0,002 96 
1,32 0,004 14 s 4.3 0,98 0,002 42 


Mittel : 0.004 67 Mittel : 0,002 94 


. 


isch bereitete, aber das Wesen der Chininwirkung auf den Prozef bleibt in beiden Fallen dasselbe. 
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Tabelle IV. Verseifung des Triacetins bei G ege; 
Iproz. Triacetin. .......+- 10,0 Iproz. Triacetin. .......+..- 1, 
ni20 CO(NHg)g -- +--+ + ee 1,5 MPa e ec ceccseveogs li 
g ED woe 2 oe oe © 6 oe 1.5 Puffer SP ee ee 1,5 
z Pt + «6s & eee ee « «hel 1.5 ‘Exteokt . ae a eee y 15 
3 . - = — 
a as Pa P) Pu 
= 2 kolon trisch #3 k olorimetrisch | 
¢ #3 ae | £ K $3 : K K 
SN 52 elektr. init obne ; ; $2 elektr. at ‘ohne 
ti Puffer Puffer ? Puffer Puffer 
0 — 666, 65 65 — — -- 6.5 6.5 — 
l 1,1 6.5 6.4 1,1 0.00700 10 649, 65 6.4 10 0,006 36 
2 33 155 0.00706 2,1 148 0.00673 
3 3 6.1 6.2 142 0.00667 3,15 59 6.2 1.82 0,006 79 
4 38 19 000617 39 6,20, 19 0,006 3% 
5 45 5.9 6.0 186 000558 45 5.9 6.0 1.86 0,005 88 
Mittel: 0,006 56 Mittel: 0.0064 
Tabelle V. pentane. des Triacetins bei Gegenwar 
1 proz OO ee 10,0 1 proz. “Triacetin iD aaverd ebm 10.0 
n/2 CO(NH2)) ..-...... 1.0 css, s.arececnis, Aaa 1.0 
€ Puffer Dn a & © © « 3 wenden 15 Puffer 0 ea er ae 15 
= DEE Wa dra 6 Oe Oe 8 6 ee 8 1,5 ee ee 15 
E} : 
Ao» Pu » Pa 
£ ms eT PPPS xs ae a 
. $3 | ; -kolorimetrisch K, K, 33 _kolorimetrisch K, K 
N sa |clektr. mit ‘ohne , saz Clektr. mit ohne 
- Puffer uffer F ? Puffer Puffer 
0: — 840 84 8.4 _ —_ — 8.4 8.4 — -— 
1 20 8.28 82 20 (0.01281) 2.0 8,28 82 20 (0.0128) 
2 36 2.55 0.01167 3.55 251 00115) 
3. 48 8.2 8.1 28 0.01077 4,75 8,09, 8.2 8.1 2.74 0.010% 
4 555 28 000913 55 2.75 0.00905 
5 6.75 7.8 78 30 000899 68 78 30 0.009% 
Mittel 0.010 09 Mittel: 0.000% 
Tabelle VI. Einflu8 von Harnstoffnitrat aw 
Iproz. Triacetin. .......-. 10,0 1 mee. Rs 6 ca es 6 Oe * 100 
n/20 a Sa 6 « ee — ee ee ae es ee ee 10 
s “hea Sa 1,5 Pitter | NS er ar 15 
yz Ea 15 a 1,5 
5 — = nation a ——7~ - 
a Pu Pu 
£ Ver. ae ‘i Ver. } a 2 ew 
= starkte kolorimetrisch | K, stirkte ” kolorimetrisch K 
NN Aciditat elektr. mit ‘oon Aciditat  elektr. mit sili : 
Puffer Puffer Puffer Puffer 
0 oe * 69 6.9 _ — 6.95, 6.9 7.1 : 
l 1,35 7.06, 6.9 6.9 (0.008 61) 1,35 69 (0.008 6. 
2) 21 0.00673 22 0,007 
3 3,2 6.6 6.5 0.006 90 3.2 6.7 6,7 0.006 % 
4 39 0.00650 4.05 0.006 58 
5 4.8 6.4 6.6 0.006 28 4.9 6.5 6.6 00068 
Mittel: 0.00660 Mittel: 0.00674 





war 


60 88 == ae 


des 


Verst 
Aci 





Vers’ 
Aci 


COoOOoOOoe& 
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1 proz. Triacetin , 1 proz. Triavetin 
arr VOC ee “a ee eee ¢ 20 


Extrakt 


Verstarkte Pp Verstarkte Pp 
Aciditat ohne Butter Aciditat ohne Butter 


5.2 a 5. " 
0.85 0.005 40 \ 5 0.75 
123 =: 0.004 63 ) 0.99 
44 112 = 0.004 16 2.1: 1.24 

1.25 0.004 02 f 1,25 


4.2 1,32 0.004 14 , 1,32 
Mittel : 0.004 47 Mittel : 


des freien Harnstoffs in alkalischem Medium. 


0.004 76 
0.004 47 
0.004 56 
0,004 02 
0.004 14 


0.04 39 





1 proz. Triacetin 
n/20 CO(N Hp) 
H,O 

Extrakt 


Verstarkte Pu . Verstark'e 
Aciditat , ohne Bitter ’ Aciditat | ciektr Cad 


5.3 - on . Ye 
4.9 0.9 0.005 72 75, 49 08 
1,06 0.004 79 . 1,13 
4.5 1,18 0.004 38 ‘ 44 113 
1,25 0.004 10 1,25 
4.2 1.35 0.004 20 43 142 


Mittel : 0.004 64 Mittel : 


Pankreaslipase in schwach saurem Medium. 





20 CO(NHy), HNO, ‘ < e 
oO eon a HO... 


ys Triacetin J 1 proz. Triavetin . 
n 

Hy 2 

Extrakt J Extrakt 


Verstarkte Verstirkte Pu 
Aciditat elektrometr. obne Puffer Aciditat ohne Puffer 


<33 
< 32 
< 32 


< 33 
Mittel: 


0.004 44 
0,003 66 
0.003 27 
0.003 94 
0,003 48 


0.008 76 
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Tabelle VII. Verseifung des Triacetins in Gexe; 





Qoems, Titans. 2 we tt et 10,0 | 1 pecs. ES: we Ge laat aoe 10,0 

n/20 CO(NHg)2HNO,..... - 10 iis + ce eee ok 10 
§ nn Co é.6 a © 6s oe Oia 1.5 Pn. «<o < ss.5.%.s be 15 
7 ME 6 6 6 04.66 6 5.5 Ses 1,5 Pa se ee news ee ees 15 
a3 - 
= Pu Pu 
- pF kolorimetrisch - A. 2 kolorimetrisch — K 
NS Aciditat aie din . Aciditat elektrom. i, sien ; 

Puffer Puffer Pufter Puffer 
0 7 8.3 |. = . 8.19 8.4 8.3 ; 
| 1.9 8.1 8.0 (0.012 16) 2.3 8.3 8.2 (0.014 77 
2 3.5 0.011 34 35 O.OL) 34 
3 45 8.0 73 , 0.009 79 44 8.1 0.009 57 
4 54 0.008 88 55 0.009 05 
5 6.3 80 7.7 0,008 34 6.4 8.0 7.9 0,008 48 
Mittel: 0.00959 Mittel: 0.00961 


Freier Harnstoff iibt sowohl im sauren als im alkalischen Medium 
auf die Geschwindigkeit der Verseifung des Triacetins keinen Einflub 
aus (s. Tabellen IV und V). 


Tabellen VI und VII zeigen, daB die verlangsamende Wirkung 
des Harnstoffnitrats davon abhaingt, daB dieses Salz bei Abwesenheit 
eines Puffers die py-Werte des Mediums bis 3.0 deplaciert. 


Nach Willstdtter und F. Memmen') folgt die Spaltung des Tri- 
acetins durch gereinigte Lipase der Schiitz-Borissowschen Regel: 
x 
\t 
acetins durch die Lipase aus Pankreasglycerinextrakt im sauren Medium 


; l a 
dem Gesetz der monomolekularen Reaktion k, 7 * unter- 
a—x 


worfen, wihrend im alkalischen Medium die Schiitz-Borissowsche Regel 
(s. Tabelle 111) besser zu passen scheint. Eine ahnliche Verainderung 
der Kinetik der Reaktion unter dem EinfluB der py-Werte beobachteten 
E. Abderhalden und A. Fodor?) an Peptasen: bei pu = 8,41 folgt die 
Spaltung der Peptide der Schiitz-Borissowschen Regel: bei py = 7.37 
wird die Reaktion eine monomolekulare. 


Unseren Beobachtungen nach ist die Verseifung des Tri- 


k 


In den Tabellen sind typische Versuche aus einer Reihe analoger 
Beobachtungen angefiihrt. 


1) R. Willstatter und F. Memmen. Zeitschr. f. phys. Chem. 1838, 229, 
1924. 

2) E. Abderhalden wnd A. Fodor, Fermentforschung 1, 533, 564, 1916; 
J. A. Smorodinzew, Die Fortschritte der biologischen Chemie 4, 81, 1926 
(russisch ). 
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\ erstarkte , Verstarkte 
Aciditat : Aciditat 


proz. Triacetin , 1 proz. Triacetin . 
aoe COGS H2),HNO, 


Pu 
kolori- 


elektrometr. obne metrisch 
ohne Puffer 


| 


< 
< 


0.004 44 
0,003 82 
4 0.003 62 
0,003 20 
4.3 0,003 48 


Mittel : 0.008 71 


“IS +109 +1 


ems 


Zusammenfassung. 


1. Bei pu = 4,5 bis 4,8 verliuft die Spaltung des Triacetins durch 
Pankreaslipase um 1,5- bis 2mal schwiicher als bei py — 5.8 bis 6.0 
und um 3- bis 4mal schwacher als bei py = 8. 

2. Die Gegenwart von Chinin beschleunigt den ProzeB bei pa = 4,8 
um 1,4- bis 1,6mal, bei pa =: 5,8 bis 6,8 um 1,2- bis 1,.4mal, wihrend 
bei pu = 8,0 die Hydrolyse schon etwas (um 1, mal) verlangsamt wird. 

3. Das Chinin an sich selbst veriindert die Reaktion des Mediums 
fast gar nicht. daher muB die Beschleunigung im sauren Medium vom 
Chininsalz, nicht aber von der Konzentration der Wasserstoffionen 
abhangen. 

4. Die Verlangsamung der Hydrolyse des Triacetins im alkalischen 
Medium wird vom freien Chinin bedingt, da die sich 8 nahernden 
pu-Werte in den Grenzen des Optimums fiir die Wirkung der Lipase 
liegen. 

5. Freier Harnstoff iibt unabhangig von der Reaktion des Mediums 
auf den ProzeB der Spaltung des Triacetins keinen Einflu® aus. 

6. Die verzégernde Wirkung des Harnstoffnitrats hingt davon ab, 
daB es die py-Werte des Mediums bis 3 fortriickt. 

7. Bei Gegenwart eines Puffers iibt dieses Salz sowohl! im sauren, 
als im alkalischen Medium auf den ProzeB der Spaltung des Triacetins 
durch Pankreaslipase keinen EinfluB aus. 








Vergleichende Untersuchungen iiber die Vergirung 
von Glucose und Brenztraubensaure. 


Von 
Erik Hiigglund und L. Ahlbom. 
(Aus dem chemischen Institut der Akademie zu Abo.) 
(Eingegangen am 23, November 1926.) 


Mit 5 Abbildungen im Text. 


Kurz nach der epochemachenden Entdeckung der Carboxylase 
von C. Neuberg') wurden auch Untersuchungen iiber die Géarkraft 
dieses Enzyms im Vergleich mit derjenigen von Zymase angestellt. 
Bei Anwendung von Lebedew-Saft fanden dabei C. Neuberg und P. Rosen- 
thal*), daB Brenztraubensiure 2000mal so schnell wie Glucose vergoren 
wurde. Im iibrigen zeigte sich, dafB Carboxylase gegen Antiseptica 
bedeutend resistenter ist als Zymase*). In einer spiteren Arbeit fand 
C’. Neuberg*), daB frische Hefe Fructose und Glucose etwas schneller 
als Brenztraubensiure vergor. Die Theorie von Neuberg, dab Brenz- 
traubensiure ein Zwischenprodukt der alkoholischen Garung und infolge- 
dessen Carboxylase ein Teilenzym des Zymasekomplexes ist, wurde 
bekanntlich spater durch die ausgezeichneten Arbeiten von Neuberg 
und Mitarbeitern iiber den Verlauf der alkoholischen Garung in An- 
wesenheit von Sulfiten bzw. bei alkalischer Reaktion stark gestiitzt. 
Fiir diese Theorie spricht auch ferner, daB bis jetzt keine einzige Drei- 
kohlenstoffverbindung gefunden worden ist, die bei weitem so schnell 
vergoren wird, wie eben die Brenztraubensiure. Die Theorie verlangt 
nun, daB die Zerlegung der Brenztraubensiure mindestens ebenso 


1) Diese Zeitschr. 36, 68, 1911. 

2) Ebendaselbst 51, 128, 1913. 

8) Vgl. auch C. Neuberg und N. Iwanoff, ebendaselbst 67, 1, 1914: 
C. Neuberg und L. Czapski, ebendaselbst 67, 9, 1914. 

*) Ebendaselbst 71, 1, 1915. 
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schnell wie die des Zuckers erfolgen muB, was auch Newberg klar 
formuliert hat. Teilweise von diesem, wohl aber hauptsichlich von 
anderem Gesichtspunkt ausgehend, hat auch vor einigen Jahren 
H. v. Euler‘) auf die Bedeutung des Vergleichs der Reaktionsgeschwindig- 
keit der Glucosegirung mit derjenigen der Brenztraubensiuregirung 
hingewiesen. Dieses Verhiltnis hat er mit dem Namen Neuherg- 
Quotient (N) bezeichnet, also: 
Reaktionsgeschwindigkeit der Glucosegirung 
Reaktionsgeschwindigkeit der Brenztraubensiuregirung 


Wie Euler hervorhebt, ist die GréBe dieses Quotienten von der 
Hemmung und Aktivierung der Glucosegarung in erheblichem Grade 
abhaingig. In dem Zulerschen Laboratorium sind spiater Versuche 
zur Bestimmung von N ausgefiihrt worden; so fand £. Lindberg*) 
bei Anwendung von Trockenhefe, daf N kleiner als 1 war, d. h. dab 
Brenztraubensaure schneller als Glucose vergoren wurde, und kiirzlich 
haben R. Nilsson und E. Sandberg*) in demselben Institut dieses Ergebnis 
bestatigt. Vor kurzer Zeit haben dagegen H. Haehn und M. Glaubitz*) 
unter Anwendung verschiedener Rassen von lebenden Hefen festgestellt, 
daB die Brenztraubensaiure bzw. Pyruvinat nicht so schnell wie Zucker 
vergoren wird; dafiir konnte die Aldehydbildung nicht verantwortlich 
gemacht werden. Nach Ansicht der betreffenden Autoren kénnen 
nur gesunde Hefen und normale physiologische Lebensbedingungen 
fiir solche vergleichenden Versuche in Frage kommen, denn ,,es kénnte 
der extreme Fall eintreten, daB eine Hefe die anderen Zymaseteil- 
enzyme zum groBen Teil verloren hat und nur eine normale Carboxylase- 
reaktion gibt, was gegebenenfalls zu Trugschliissen fiihren mub. 


Bei der Anwendung von lebender Hefe besteht aber die Schwierig- 
keit, daB man gar nicht weib, mit welcher Geschwindigkeit die Brenz- 
traubensiure oder ihre Salze in die Zellen eindringen. Da8 diese unter 
Umstanden recht gering ist, ergibt sich aus unseren friiheren Unter- 
suchungen als sehr wahrscheinlich. Durch Trocknen der Hefe wird 
die Permeabilitat sicherlich geniigend erhéht, aber unter diesem Eingriff 
leiden Enzyme oder Aktivatoren des Zymasekomplexes mehr oder 
weniger stark, wahrend die Carboxylase wahrscheinlich widerstands- 
fihiger ist. Unter Umstinden kann man also durch Bestimmung 
von N den Grad der Inaktivierung der Zymase beim Trocknen oder 
durch Einwirkung von Antiseptica annihernd erfahren. Der Nachweis, 


!) Diese Zeitschr. 180, 550, 1922. 

2) Ebendaselbst 182, 110, 1922. 

3) Ebendaselbst 174, 106, 1926. 

4) Chemie der Zelle und Gewebe 18, 86, 1926. 
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daB Brenztraubensaure schneller als Zucker vergoren wird, insbesondere 
von Trockenhefe, sagt uns nichts iiber die Zugehérigkeit dieses Enzyms 
zum Zymasekomplex aus. N = | ist jedenfalls eine notwendige Voraus- 
setzung fiir die Richtigkeit der Neubergschen Theorie. 


In einer vorhergehenden Arbeit hat der eine von uns (Hdgglund) 
mit A. M. Augustsson') die Beobachtung gemacht, daB eine Mischung 
von Glucose und Brenztraubensiure wesentlich schneller als Brenz- 
traubensiure allein vergor, woraus der SchluB gezogen wurde, dab 
Glucose schneller als Brenztraubensaiure vergoren wird. Obwohl dariiber 
eine andere Ansicht geaiuBert wurde?), erscheint uns diese Erklarung 
immer noch als die nachstliegende. Da ein vélliger Beweis dadurch 
nicht erbracht ist, haben wir diesem Thema eine eingehende Unter- 
suchung gewidmet, worauf im folgenden eingegangen werden soll. 

Fiir die Untersuchungen wurde sowohl Unterhefe als auch Ober- 
hefe benutzt. Erstere bekamen wir von der Brauerei Sinebrychoff. 
Helsingfors, geliefert; sie war dieselbe, die in friiheren Untersuchungen 
dieses Instituts benutzt wurde*). Die Oberhefe (Rotebro) wurde uns 
durch Herrn Direktor H. Brahmer, Stockholm, in vorziiglicher Reinheit 
zugeschickt. 

Die Methodik war dieselbe wie in unseren friiheren Untersuchungen. 
Die Temperatur ,bei den Girungen betrug 30°. 


Lésungen. 


Brenztraubensdurelésung;: 0,15 mol. Brenztraubensaure | 1 Lite 
0,15 mol. Na, HPO, | ya 


Pu = 4,8. 
Glucoselésungen : I. 50g Glucose | 1 Liter 
0,2 mol. KH, PO, | * “** 

Pu = 4,3. 
If. 100g Glucose |) Liter. 


0,2 mol. KH, PO, | 
Pu = 4.3. 


Versuchsreihe A. 
Lebende Unterhefe. 


Die Ergebnisse der Garungen sind der Ubersicht halber in der Tabelle | 
zusammengestellt. Dabei ist zu bemerken, daB die Versuche 1 bis 4 mit 
lebender Hefe ausgefiihrt sind, wahrend in den Versuchen 5 bis 13 aus 
lebender Hefe hergestellter Saft zur Gairung benutzt wurde. 


1) Diese Zeitschr. 170, 118, 1926. 
2) Nilsson und Sandberg, a. a. O. 
3) Wir benutzen diese Gelegenheit, der Firma fiir die Hefesendungen 


bestens zu danken. 
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Die Versuche 1 und 2, die parallel liefen, zeigen, daB lebende Hefe 
Glucose viel schneller vergirt als Brenztraubensiure (N ~ 40). Wurde 
nach beendeter Gérung von 2 (nach 19 Stunden) Brenztraubenséurelésung 
zugesetzt und mit einer Parallelprobe, in welcher Zucker vergoren wurde, 
verglichen, zeigte sich wiederum, daB8 Glucose viel schneller als Brenz- 
traubenséure vergoren wurde (N ~ 40). 


Diese Ergebnisse sind, wie wir friiher hervorgehoben haben, fiir die 
gesteliten Fragen nicht entscheidend, da die schwache Géarung der Brenz- 
traubenséiure auf osmotische Verhiltnisse zuriickgefiihrt werden kann. 
Fiir die Bereitung des Hefesafts kamen uns neue Erfahrungen aus hiesigem 
Institut, woriiber an anderer Stelle berichtet werden soll, zugute. Der 
Saft wurde in folgender Weise hergestellt: 100 Teile frischer Hefe wurden 
4 Stunden bei 30° mit 20 Teilen Na-Phosphatlésung von solcher Starke 
behandelt, daB die Konzentration derselben, mit dem Hefewasser verdiinnt, 
0,15 mol. Na, H PO, im Liter entsprach. Darauf wurde der Saft von der 
Hefe abgenutscht und durch Zentrifugieren geklirt. Wir benutzten fiir 
diesen Zweck eine Zentrifuge mit einer Tourenzahl von 3500 Umdr. /Min. 
Am raschesten gelingt die Klarung durch Zentrifugieren in zwei Stufen, 
wobei der nach der ersten halben Stunde gewonnene, noch nicht ganz zell- 
freie Saft. in einem anderen Rohre abdekantiert und wahrend einer weiteren 
halben Stunde zentrifugiert wurde. Der Saft erwies sich dann, im Mikro- 
skop betrachtet, frei von Zellen. 


Die Garung mit diesem Saft unter Toluolzusatz verlief nun wie die 
Versuche 5 und 6 zeigen. Man merkt hier, da8 Brenztraubenséure auBer- 
ordentlich schnell angegcren wird, was nicht mit der Glucose der Fall ist. 
Vielmehr tritt hier trotz des Zusatzes vin Zymophosphat eine allerdings 
sehr kurze ,,Induktion‘: ein; aber nach 30 Minuten verlauft die Garung mit 
ebenso groBer Geschwindigkeit wie die Brenztraubenséuregirung. Es 
ergibt sich ferner, daB die Geschwindigkeit letzterer schon nach 20 Minuten 
stark abnimmt, was zweifellos auf die Abnahme der Wasserstoffionen- 
konzentration zuriickzufiihren ist. Bereits bei neutraler Reaktion ist die 
Wirkung der Carboxylase auBerordentlich stark geschwacht, was besonders 
aus der Arbeit von FE. Hdagglund und T. Rosenquist') hervorgeht. 


Wurde nun nach beendeter Gairung von dem Versuch 6 und einer 
Parallelprobe, die ganz ahnlich verlief, zu der einen Brenztraubenséurelésung, 
zu der anderen Glucoselésung I zugesetzt, so verliefen die Gaérungen 7 und 8 
wie 5 und 6, mit dem Unterschied vielleicht, daB die Glucosegérung in 8 
etwas langsamer vonstatten ging als in 6. 


In dem Versuch 9 wurde die Zuckerlésung nicht mit Zymophosphat 
und Toluol versetzt; hier tritt auch eine sehr lange Induktionsdauer ein. 
Nach dieser Zeit tritt die Garung ein und verlauft mit keiner sehr groBen 
Geschwindigkeit. Die Versuche 10 und 11 zeigen, wie es geht, wenn die 
ausgegorene Lésung 9 wie friiher mit Glucose- bzw. Brenztraubenséurelésung 
versetzt wird. Wahrend nach kurzer Induktionsperiode der Zucker mit 
sehr groBer Geschwindigkeit vergoren wird, vergart Brenztraubensdure praktisch 
gar nicht. 

Auffallenderweise wird die Zymase der Garlésung nach 11 von Toluol 
véllig inaktiviert, wahrend in einer Parallelprobe ohne Toluol (13) die 


1) Diese Zeitschr. (im Druck). 
Biochemische Zeitschrift Band 181, 11 
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Vergaérung von Glucose und Brenztraubensdure. 


Glucose mit derselben Geschwindigkeit wie in 11 vergoren wurde. 
Versuche | bis 13 sind in der Abb. 1 graphisch dargestellt. 





5 &4 30 3€ 
Zeit in Stunden 


Abb. 1. 


Versuchsreihe B. 


Trockenhefe aus Unterheje. 

Die Bereitung der Trockenhefe geschah durch Trocknung bei Zimmer- 
temperatur in diinner Schicht, und zwar wahrend zweier Tage. Die Er- 
gebnisse sind in der Tabelle II und durch die Abb. 2 wiedergegeben. Die 
Versuche 1 und 2 bzw. 3 bis 6 zeigen, daB N etwas kleiner ist als 1; laBt 
man die fertiggegorene Lisung lingere Zeit stehen, wird die Carboxylase 
stark geschwacht (5). 
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Die Versuche 7 bis 18 wurden mit Saft aus der Trockenhefe, durch 
Extraktion mit Na,H PO,-Lésung bereitet, ausgefiihrt. 

Aus den Versuchen 7 bis 10 geht hervor, daB die Anfangsgeschwindigkeit 
der Brenztraubensaéurevergirung gréBer ist als die Geschwindigkeit der 
Zuckerspaltung. Durch Zusatz von Zymophosphat wird die Induktion 
relativ schnell aufgehoben. Ohne Zymophosphat ist die Induktionsperiode 
sehr lang (11). Nach beendeter Garung zeigt es sich wiederum, daB die 
Carboxylase stark geschwicht ist (12). Aus dem Parallelversuch 13 zeigt 
sich, da8 die Garung des Zuckers erst nach einer mehrstiindigen Induktion 
einsetzt, dann aber sehr schnell vor sich geht. Die vergorene Lésung 13 
hat fast keine Carboxylase mehr, was nicht nur aus der geringen Kohlen- 
séureentwicklung ersichtlich ist, sondern sich auch aus der Wasserstoff- 
ionenkonzentration der Lésung nach beendeter Gérung ergibt. Die Zucker- 
vergarung setzt nach vorgegangener Induktion ein (15). 

Die Versuche 16 bis 18 sind fiir die Kenntnis der Ursachen der Induktion 
von Interesse. Auf diese Frage werden wir spiater ausfiihrlicher zuriick- 
kommen. 

Wir machten bei unseren Versuchen mit Hefesaft immer die Beob- 
achtung, da®8 der anfangs klare Saft beim Einsetzen der Garung mehr 
oder weniger triibe war. Es erwies sich, daB diese Triibung wenigstens 
zum Teil auf gebildete Hefezellen zuriickzufiihren war. Durch Zentri- 
fugieren konnte die Hefe praktisch vollstandig von dem Saft getrennt 
werden. Die Garung seitens dieser Hefe erwies sich aber, wie der Versuch 17 
zeigt, sehr gering. Die geklarte Lésung fing erst nach 27 Stunden an, merk- 
liche Garung zu zeigen, wahrend ungeklirter Saft bereits nach 1 Stunde 
starke Garung zeigte. In der‘Hefe sind offenbar gewisse Aktivatoren vor- 
handen, welche die Géarung erméglichen und schon in kleinen Mengen 

Was die Frage der Beteiligung der Carboxylase an die Zuckerspaltung 
betrifft, so zeigt sich, daB die Carboxylase bei anhaltender Garung mit 
Hefesaft stark geschwicht wird, wihrend die Zymase, sofern gewisse 
Aktivatoren zugegen sind, ihre volle Wirksamkeit behilt. 


Versuchsreihe C. 


Acetondauerhefe aus Unterhefe. 


Die Bereitung der Acetonhefe geschah nach einer Vorschrift von 
H. Sobotka'). Die Resultate der Versuche mit dieser Hefe sind in Tabelle ITI 
und Abb. 3 angegeben. 

Die Versuche 1 bis 6 sind, wie man sieht, mit Acetonhefe, 7 bis 9 mit 
daraus hergestelltem Saft ausgefiihrt. Die Versuche 1 und 2 zeigen, daB die 
Carboxylase starke Girung zeigt, wihrend in dem Parallelversuch mit 
Glucose und Zymophosphat die Kohlenséureentwicklung wesentlich lang- 
samer verl4uft. Wird nach beendeter Gaérung von 2 in einem Versuch 
Brenztraubensdurelésung (3) und in einem anderen Glucoselésung zu- 
gesetzt (4), so tritt auffallenderweise keine Garung in ersterem Falle ein, 
walrend die Glucose nach 17 Stunden Induktion schnell vergoren wird. 
In den Versuchen 5 und 6 ist dasselbe bestatigt worden. 


1) H. 184, 11, 1924. 
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Aus Acetonhefe hergestellter Saft vergirt nicht Brenztraubensdure, 
wohl aber Zucker (7 bis 9). 


14) —— a 











Ld 
Zeit in Stunden 
Abb. 3. 


Versuchsreihe D. 


Trockenhefe aus Oberhefe. 


Die Versuche | bis 9 sind mit Trockenhefe und 10 bis 16 mit aus dieser 
Hefe nach dem erwahnten Verfahren hergestelltem Hefeextrakt ausgefiihrt. 
In den Versuchen | und 2 ist die Anfangsgeschwindigkeit der Brenztrauben- 
séuregirung ungefaihr so groB wie die der Glucose. 3 und 4 bzw. 5 und 6 
zeigen aber deutlich, da8 die Brenztraubensiure im Vergleich mit Zucker 


sehr langsam vergoren wird. Das kénnte aber seinen Grund darin haben, 
daB die Hefe, was die Permeabilitat fiir Brenztraubensaéure betrifft, nunmehr 
den Charakter einer lebenden Hefe angenommen hat. Fiir diese Ansicht 
sprechen in gewissem Sinne die Versuche 7 bis 9. 

Die Saftversuche 10 und 11 erlauben keine bestimmte Schliisse in bezug 
auf die GréBe von N, weil der Saft trotz Zusatz von Zymophosphat eine 
ausgepragte Induktion zeigt. Infolge der Verschiebung der Aciditaét nach 
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Tabelle 1V. 
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der neutralen Seite wird die Brenztraubenséure nach einer gewissen Zeit 
nicht mehr vergoren. In den Versuchen 12 und 13 sind sowohl Carboxylase 
als Zymase stark geschwiicht, letztere wohl infolge des Zusatzes von Toluol, 
wodurch das Aufkommen aktivierend wirkender Stoffe verhindert wird. 

In den Versuchen 14 bis 16 sind Toluol und Zymophosphat nicht 
zugesetzt. Die Induktion in 14 betraigt infolgedessen etwa 12 Stunden. 
Nachher vergirt aber der Zucker sehr schnell. Nach beendeter Garung 
trat bei dem Zusatz von Brenztraubenséure keine Garung ein, wie der 
Versuch 15 zeigt, wahrend Zucker glatt vergoren wurde (16). (Abb. 4.) 


Versuchsreihe E. 


Acetondauerhefe aus Oberhefe. 
Wir verweisen auf die Tabelle V und die Abb. 5, voraus die Ergebnisse 
hervorgehen. Die ersten sechs Versuche sind mit Hefe, die beiden letzten 
mit Saft aus der Hefe ausgefiihrt. 
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a 
Zeit in Stunden 
Abb. 5. 


In 1 setzt die Gérung der Brenztraubenséiure momentan ein, in 2 ist 
trotz des Zusatzes von Zymophosphat eine deutliche Induktion bemerkbar. 
Fiir den Versuch 3 ist die Hefe von Versuch 2 benutzt worden. Es zeigt 
sich: Brenztraubenséure wird nicht vergoren. Versuch 4 zeigt, daB Glucose 
nach einer zehnstiindigen Induktion vergoren wird. Durch die Vorgarung 
in 4 tritt in 4 keine Induktion mehr ein, aber Brenztraubensdéure vergart 
unter denselben Umstainden wiederum nicht. 


Saft aus Acetonhefe dargestellt, vergirt Brenztraubenséure nicht, 
wohl aber Zucker nach zwélfstiindiger Induktion (Versuche 7 bis 8). 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Durch vergleichende Untersuchungen iiber die Vergirung von 
Glucose und Brenztraubensiure ist folgendes nachgewiesen worden. 

Die Brenztraubensiure vergirt unter Umstiainden in der Tat 
schneller oder ebenso schnell wie Glucose, wenn man die Anfangs- 
geschwindigkeit der Brenztraubensdurevergirung beriicksichtigt, d. h. 
bei der Wasserstoffionenkonzentration, bei welcher die Carboxylase 
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iiberhaupt wirksam sein kann, also nicht in der Nahe des Neutral- 
punktes. 

Man mu8 sich fragen, ob diese schnellere Vergirung ein sicherer 
Beweis fiir die Richtigkeit der Brenztraubensiuretheorie der Girung 
ist. Wir haben nimlich mehrere Fille gefunden, in denen Glucose schnell 
vergoren wird, ohne daB Brenztraubensiiure unter gleichen Verhilt- 
nissen tiberhaupt zerlegt wird. Die Theorie, daB Carboxylase ein 
Teilenzym der Zymase ist, erfordert eine Hilfshypothese, sofern an- 
genommen wird, daB die Brenztraubensiure, welche als Zwischen- 
produkt der Zuckergarung gebildet wird, mit der synthetischen Brenz- 
traubensiure strukturidentisch ist. Ist dies nicht der Fall, so mug 
man annehmen, daB in der Hefe irgend ein ,,Coenzym“ vorhanden 
ist, das bei der Brenztraubensiuregirung die betreffende Saure in 
eine von Carboxylase angreifbare Form iiberfiihrt. Man kénnte sich 
denken, daB bei langer Saftgirung oder sonst unter den geschilderten 
Verhiltnissen, bei welchen die Brenztraubensiure nicht zerfillt, 
dieses ,,oenzym“ inaktiviert wird, irgendwelche Anzeichen fiir die 
Anwesenheit eines solchen Coenzyms haben wir allerdings noch nicht 
gefunden. 





Uber die Giftigkeit 
einiger Lokalanaesthetica bei intraarterieller Applikation. 


Von 
T. Kuroda. 
(Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Berlin.) 
(Eingegangen am 27. November 1926.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Venenanisthesie nach Bier') wird in eine Extremitat, die 
durch eine Gummibinde von der allgemeinen Zirkulation ausgeschaltet 
ist, das Anaestheticum intravenés injiziert. Die intraarterielle In- 
jektion, die offenbar zu einem besseren Erfolg fiihren wiirde, ist kaum 
angewandt worden, weil sie eine Voroperation zur Freilegung der 
Arterie voraussetzt (Bier). 

Wir haben uns die Frage vorgelegt, ob die Lokalanaesthetica bei 
intraarterieller Injektion stiirkere allgemeine Wirkungen zeigen als bei 
intravenéser. 

In der Literatur findet sich ein kurzer Hinweis von Hotz*) iiber die 
geringe Intoxikationsgefahr bei intraarterieller Injektion von Cocain 
und Novocain. Es handelt sich um klinische Beobachtungen. Die 
Wirkung der anderen Lokalanaesthetica nach intraarterieller Appli- 
kation ist bis jetzt nicht gepriift worden. Es schien uns notwendig, die 
Wirksamkeit der genannten Pharmaca auch bei intraperitonealer und 
subkutaner Injektion zu priifen, um einen Vergleich sowohl der Appli- 
kationsarten als auch der einzelnen Gifte zu haben. Uber die Dosis 
letalis minima der Lokalanaesthetica bei intraarterieller Injektion 
habe ich in der Literatur keine Zahlen gefunden. Die Zahlen bei den 
anderen Applikationsarten, die von den verschiedenen Autoren an- 
gegeben werden’), konnten wir nicht verwerten, weil sie stark von- 
einander abweichen. Hatcher und Eggleston’) haben gezeigt. daB die 


1) Bier, Berl. klin. Wochenschr. 1909, Nr. 11, S. 477. 

*) Hotz, Miinch. med. Wochenschr. 1911, Nr. 32, S. 1747. 
8) Vgl. Poulsson in Heffters Handb. d. exper. Pharm. 

*) Journ. of Pharm. and exp. Therap. 8, 405, 1916. 
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Dosis letalis abhangig ist von der Konzentration der Lésung und von 
der Schnelligkeit der Injektion. Damit erkliren sich die voneinander 
abweichenden Zahlen der verschiedenen Untersucher. Ein Vergleich 
der Giftigkeit bei den verschiedenen Applikationsarten ist nur dann 
zulassig, wenn die oben genannten Versuchsbedingungen gleich sind. 


Zu den Versuchen haben wir Meerschweinchen mit einem Kdérper- 
gewicht von 150 bis 300g verwendet. Fiir die intravenése Injektion be- 
nutzten wir die Vena jugularis, fiir die intraarterielle die Carotis. Sie wurde 
in einer Linge von 2 bis 3 cm freipraépariert und nach dem Herzen zu ab- 
gebunden. Die Injektion geschah in der entgegengesetzten Richtung. Nach 
Herausziehen der Injektionskaniile wurde eine zweite Ligatur angelegt, so 
daB eine Blutung nicht eintrat. In einigen Versuchen wurde die Carotis 
mit einer Klemme versehen. Wahrend der Injektion wurde die Klemme 
gelést. Arbeitet man mit einer ganz feinen Kaniile, so gelingt es auch ohne 
Blutverlust, das Gift zu injizieren. Nach Herausziehen der Kaniile wurde 
je eine Ligatur oberhalb und unterhalb der Injektionsstelle angelegt. Wir 
haben uns davon iiberzeugt, daB die Dosen bei beiden Operationsmethoden 
die gleichen waren. 


Die Konzentrationen der Lésungen betrugen in allen Versuchen 
1: 100. In der Tabelle 1 haben wir das Gesamtresultat der Versuche 
zusammengestellt. Wir sehen, daB alle gepriiften Lokalanaesthetica 
bei intraarterieller Injektion eine geringere Giftigkeit zeigen als bei 
intravendser. Die Dosen sind bei intraarterieller Injektion fast bei 
allen gepriiften Giften doppelt so groB, als bei intravenéser Zufuhr. 


Weiter zeigt uns die Tabelle, daB die einzelnen Gifte bei verschiedenen 
Applikationsarten eine verschiedene Wirksamkeit zeigen. 


Tabelle I. 





Dosis letalis minima bei 


intravenéser __intraarterieller intraperitonealer subkutaner 
Injektion Injektion Injektion Injektion 


mg pro kg mg pro kg mg pro kg mg pro kg 


Cocainhydrochlorid . . 20 60 50 
ET 6s se we 50 600 550 
EE <n 6 wo 8 we 30 250 270 
RN yy ow a 200 90 
OS See 30 180 250 
Pee 30 100 80 
Holocainhydrochlorid . 15 50 60 
Tropacocainhydrochlorid 170 270 
Alypinhydrochlorid . . 15 100 70 
Nirvanin oe Tad : 480 400 
_ ee 40 230 180 


Zur Erklirung der stirkeren Wirksamkeit bei intravendser In- 
jektion haben wir an die Méglichkeit gedacht, daB es sich hier um einen 
Herztod handelt. Wir wissen, namentlich aus den Untersuchungen von 
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M. Kochmann'), daB Cocain am Froschherzen bei Konzentration von 


1 /s000 


bis */s9 999 Mol wirksam ist. Bei einer intravendsen Injektion von 


20 mg Cocainhydrochlorid an einem Meerschweinchen von etwa 200 g 
sind derartige Konzentrationen im Blute denkbar. Handelte es sich 
um einen Herztod, so miiBbte selbstverstiindlich die Giftigkeit noch 





gréBer sein bei intrakardialer Injektion. 
Die Giftigkeit nimmt ab bei 
intravendéser ; intraarterieller ah intraperitonealer_ subkutaner 
Injektion in der Reihenfolge 
Alypin Holocain Holocain Cocain 
Holocain Psicain Cocain Holocain 
Cocain Alypin Alypin Alypin 
Psicain Cocain Eucain-A Eucain-A 
Tropococain Tropococain Tropococain Psicain 
Tutocain Eucain-A Eucain-B Stovain 
Eucain-B Stovain Psicain Eucain-B 
Eucain-A Eucain-B Stovain Tutocain 
Stovain Tutocain Tutocain Tropococain 
Novocain Nirvanin Nirvanin Nirvanin 
Nirvanin Novocain Novocain Novocain 
ee 


Atmung AAU VAUAVAVAVANAG hae 





Blutdruck VADAARALO A oe 
’ 


Atmung 


Blutdruck 


teom 1% Coc. hyalr. eens 
i Vena fem. : 


NAAN 


AA Anannnhnannnnnnnnnanrannrntn th APPAR AAAAAA 
, 
Teem 1% Coc. hydr 
i Art Ferm. 








—T 





Zeit 5”’ 
Abb. 1. 


1) Pfliigers Arch. 190, 158, 1921. 
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Experimentell lieB sich eine héhere Giftigkeit nach intrakardialer 
Injektion nicht nachweisen. Wir miissen annehmen, daB bei der intra- 
arteriellen Injektion das Gift Kapillargebiete passiert und dort entgiftet 
wird. Eine andere Erklarung ist auf Grund der vorliegenden Unter- 
suchungen nicht méglich. Wir méchten diese Deutung mit aller 
Reserve aussprechen. Vielleicht spielen noch andere Faktoren eine 
Rolle. 

Zur Demonstration der starkeren Wirksamkeit des Cocains bei 
intravenéser Injektion geben wir zwei Kurven wieder. Es handelt 
sich um einen Katzenversuch. Das Cocain wurde in die V. bzw. Art. 
femoralis injiziert. Blutdruck und Atmung wurden registriert. 


Zusammenfassung. 

1. Die Lokalanaesthetica Cocain, Holocain, Alypin, Eucain-A, 
Psicain, Stovain, Eucain-B, Tutocain, Tropococain, Nirvanin, Novocain 
sind bei intravenéser Injektion stairker giftig als bei intraarterieller. 

2. Die Reihenfolge ihrer Giftigkeit ist bei den verschiedenen 
Applikationsarten (intravendés, intraarteriell, intraperitoneal, subkutan) 
verschieden. 

3. Die héhere Giftigkeit bei intravenéser Injektion kann nicht 
durch eine Wirkung auf das Herz erklirt werden. 

4. Bei der intraarteriellen Injektion findet offenbar eine Entgiftung 
in Kapillargebieten statt. ' 








Ober durch den Melkakt 
hervorgerufene hypoglykimische Zustinde. 


Von 


Olof Carlens und A. Krestownikoff. 
(Aus dem medizinisch-chemischen Institut, Lund.) 
(Eingegangen am 29. November 1926.) 


Die von Widmark und Carlens (1) (2) tiber die Pathogenese der 
Geburtsparese vorgenommenen Untersuchungen haben ergeben, dab 
die Lactation auf den Glykosegehalt des Blutes einen bedeutenden 
EinfluB hat. Bei gleichartiger Fiitterung ist der Blutzuckergehalt im 
Durchschnitt bei Farsen und Geltkiihen erheblich héher als bei milch- 
gebenden Kiihen. Bei diesen letzteren kann man einen um so niedrigeren 
Glykosegehalt beobachten, je gréBer die tagliche Milchmenge ist. 
Werden die Milchdriisen plétzlich durch Einblasen von Luft in das 
Euter auBer Tatigkeit gesetzt, so wird eine kurzdauernde aber kraftige 
Hyperglykimie erhalten (3). Besonders auf Grund der letzteren Beob- 
achtung war anzunehmen, da® der entgegengesetzte Effekt, eine Hypo- 
glykimie, auftreten sollte, wenn die Tatigkeit der Driisen wahrend des 
Melkakts kraftig gesteigert und damit der Verbrauch von Glykose zur 
Lactosebildung plétzlich stark erhéht wird. 

Um diese festzustellen, haben wir einige Versuche an hochmelkenden 
Kihen sowie an einer Ziege vorgenommen. 

Bei diesen Versuchen muB besonders darauf geachtet werden, dab 
die Tiere bei der Probenahme nicht beunruhigt werden. Die psychische 
Reizung hat namlich nicht nur eine Tendenz zur Erhéhung des Glykose- 
gehalts des Blutes iiber den normalen (psychische Hyperglykiamie) 
zur Folge, sie bringt auch mit sich, daB die Milchmenge in gréBerem 
oder geringerem Grade vermindert wird. In mehreren Fallen muBten 
die Versuche abgebrochen werden, weil die Tiere sich so unruhig zeigten, 
daB die Milchentleerung fast ginzlich aufgehért hatte. Bei derartigen 
Tieren findet man keine Senkung des Blutzuckergehalts, was durch 
folgendes Beispiel gezeigt wird. 
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Versuch im Alstadhof am 1. Februar 1926. Kuh Nr. 32, neugekalbt. 
taglich 28 kg melkend. Blutzuckerwert in Prozenten: 


Unmittelbar vor Beginn des Melkens .. . 0,063 
3 Minuten nach - ‘s es . . . 0,068 
8 ~ = ée P= - sa. 2 
5 ‘a »  beendetem Melken. .... 0,081 


Das Melken wurde mit der Maschine ausgefiihrt, und die Milchmenge 
betrug nur 5kg gegeniiber 12 kg am vorhergehenden Tage. Die Kuh 
war wihrend der ganzen Zeit sehr nervés und muBte bei der Probe- 
nahme festgehalten werden. 

Hier haben wir demnach eher eine Erhéhung als eine Senkung der 
Blutzuckerwerte, was sicherlich einer durch psychische Beeinflussung 
hervorgerufenen Einschriankung in der Tatigkeit der Milchdriisen sowie 
einer psychischen Hyperglykamie zuzuschreiben ist. 

Zu diesen Versuchen miissen also Tiere mit ruhigem Temperament 
ausgewahlt werden, was bei Kiihen der von uns benutzten Rasse, der 
schwarzbunten Niederungsrasse, nicht selten ist. Kihe der nervéseren 
Ayrshirerasse sind zu diesen Versuchen wahrscheinlich weniger geeignet. 

Wir haben daher in unseren Versuchen dem psychischen Zustand 
der Tiere groBe Aufmerksamkeit geschenkt. AuBer der Feststellung, 
daB die Tiere bei der Probenahme keine nennenswerte Reaktion gezeigt 
haben, haben wir stets untersucht, ob die Milchentleerung normal vor 
sich gegangen ist. Es wurde die abgegebene Milch durch Abwigen mit 
der Produktion der vorhergehenden Tage verglichen. In einigen Fallen 
ist die an einem der vorhergehenden Tage abgegebene Milchmenge 
mit einem oder mehreren Kilogrammen iiberschritten worden, und zu- 
weilen ist sie etwas geringer gewesen; in der Regel sind die Variationen 
sehr gering gewesen. 

Unsere Versuche sind hauptsichlich an mit der Maschine ge- 
molkenen Kiihen vorgenommen worden. Dies ist eine fast unvermeid- 
liche Bedingung, denn Blutproben kénnen an Tieren wihrend des 
Handmelkens selten entnommen werden. Wir haben allerdings Tiere 
mit ruhigem Temperament ausgewahlt, es kann aber doch meistens 
nicht vermieden werden, daB die Tiere auf den Einstich durch Platz- 
wechsel reagieren, wobei die Melkerin das Melken unterbrechen muB. 
Beim Maschinenmelken wird dieses nicht unterbrochen, wenn die Tiere 
in der einen oder anderen Richtung zur Seite schreiten. 

Beim Melken mit der Maschine werden alle vier Zitzen auf einmal 
entleert, wihrend durch Handmelken nur zwei gleichzeitig entleert 
werden kénnen. Das Euter wird also beim Maschinenmelken rascher 
entleert als beim Handmelken, und die Bedingungen zum Eintreten 
des gesuchten Phinomens sind demnach im ersteren Falle gréBer als 
im letzteren. 
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Die Versuche mit Kiihen wurden beim Melken ausgefiihrt, das am 
Nachmittag, gewéhnlich um 4 Uhr vorgenommen wird. Die Blut- 
proben wurden in der Regel einer kleinen Ohrvene entnommen und die 
Bestimmungen wurden nach Bang ausgefiihrt. Die mitgeteilten Zahlen 
sind Mittelwerte von zwei Bestimmungen. Oft wurden Kontroll- 
bestimmungen mit reinen Glykoselésungen ausgefiihrt. Die Proben 
wurden teils vor, teils wihrend und teils nach dem Melken entnommen. 
In zahlreichen Versuchen sind vor dem Melken zwei Blutproben ent- 
nommen worden, um zu zeigen, daB die sinkenden Blutzuckerwerte 
nicht einer verschwindenden psychischen Hyperglykimie zuzuschreiben 
sind. Dagegen, daB dies in einem héheren Grade der Fall gewesen ist, 
spricht der Umstand, da®8 das Sinken nach dem Aufhéren des Melkens 
regelmaBig in ein Steigen tibergeht. 

Die Tabellen I bis 1V geben die Versuche wieder, die mit Kiihen 
ausgefiihrt worden sind. In diesen bezeichnen die Zahlen unmittelbar 
iiber den Kolonnen, welche die Glykimie angeben, die Zeit fiir das 
Entnehmen der Blutprobe in Minuten im Verhiltnis zu Beginn und 
Ende des Melkens. Die niedrigsten Blutzuckerwerts jedes Tieres sind 


fett gedruckt. 
Tabelle I. 


Mulsionshypoglykamie bei Kiihen, die Kraftfutter erhalten haben. Gut 
' Alnarp. Maschinenmelken zweimal taglich. 








Milchmenge in kg Blateucker in Feos. 
, Tier Te 
Datum || Np. pro wihrend des dem “Melken | én henene dem Melken 
ag Versuchs — — i ——— 
1” | 5-2 || 3 8’ || 2—5* | 6—10' | 15—20 
1 X. 450 125 8 0,080 0,072 0,063 0,060 0,073 - 0,072 
4 X. 450 12 8 0.092 0,089 0,058 0,085 0.089 — 0,088 
23.1X. 457 14,5 7,5 — 0,089 0,084 — 0,113 0.108 — 
28.1X. 469 16 7,1 -- 0,078 0,058' — 0.065 0,065 0,070 
30.IX. 326 12 6,1 — 0,102 0067, — 0080 — 0,093 
4.X. 491 11,5 6 0,080 0,082 0,062 0,062 0.071| — (0,070 
30.TIX. 555 14,5 5,2 0,070 0,081 0,066 0,051 0,076 9.076) — 
30.TIX.' 273 12 5 0,080 0,071 0,067 | 0,068 0.080 — 0,080 
1, X., 514 9 4.6 0,085 0,083 0,068 0,060 0,071' — 0,081 


In Tabelle I sind jene Kiihe zusammengestellt, die eine mibBige 
Milchmenge gegeben haben (16 bis 9 kg taglich) und die einen reich- 
lichen FutterzuschuB in der Form von Kraftfutter erhalten haben. 
Die Initialwerte liegen hier, in Ubereinstimmung mit friiher Fest- 
gestelltem (1) wegen des Kraftfutterzuschusses und der maBigen Milch- 
menge ziemlich hoch (0,102 bis 0,070 Proz., Mittel 0,082 Proz.). Wahrend 
des Melkens tritt in allen Fallen (bei Nr. 457 jedoch innerhalb der 
Fehlergrenze der Methodik) eine deutliche Senkung des Blutzucker- 
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Tabelle II. 


Mulsionshypoglykaimie bei Kiihen, die Kraftfutter erhalten haben. 
Gut Alnarp. Dreimal taglich Melken von Hand. 





Milchmenge in kg Blutzucker in Proz. 
| Tier | a Rell o hrend ch 
Detem | | pro Tag te dem Melken én eee a, 
| e — —— _ . 
ae w | S2) 3 | 3-5 | 6—10' | 15—20 
28.1X. 449 20 11,2 — 0,068 0,051 0,054 0,060 0,065 
4. X. 449 19,5 10,5 0,069 | 0,067 0.060 0,052 = 0,064 
28. X. 530 26 5,8 — 0.077 0.056 0044 0051 — 
23.1X. 384 21 5,5 — 0.087 0,059 0.068 — — 
30.1X. 502 18 5,1 0,075 | 0.067 0,067 0.064 — 0,075 


gehalts ein. Die Senkung ist aber miBig, und der niedrigste beob- 
achtete Wert ist 0,051. Nach Beendigung des Melkaktes steigen die 
Blutzuckerwerte, um nach 15 bis 20 Minuten auf die Ursprungswerte 
zuriickzugehen. Die Dauer der Hypoglykimie erstreckt sich also wenig 
iiber eine halbe Stunde. 

Die in Tabelle I! referierten Versuche ergeben im groBen ganzen 
das gleiche Resultat. Die Tiere dieser Gruppe sind hochmelkend (20 bis 
18 kg pro Tag) und wurden im Gegensatz zu den vorherigen dreimal 
taglich von Hand gemolken. Die Initialwerte liegen, wie wegen der 
groBen Milchmenge zu erwarten ist, etwas niedriger (0,067 bis 0,087, 
Mittel 0,073). Der niedrigste Blutzuckerwert wiihrend der Mulsion 
ist 0,044 Proz. 

Die Tabellen 111 und 1V geben Versuche mit Tieren wieder, die 
weniger konzentrierte Fiitterung, Wurzelfriichte und Riibenblatter, 
erhielten. Die Tiere von Tabelle 111 erhielten auBerdem unbedeutende 
Mengen Kraftfutter. Die Initialwerte liegen hier ziemlich niedrig 
(Tabelle III: Mittel 0,065, Tabelle 1V: Mittel 0,073 Proz.), auch dies 
in Ubereinstimmung mit friiheren Resultaten. Bei den hochmelkenden 


Tabelle III. 
Versuch iiber die Mulsionshypoglykamie an hochmelkenden Kiihen. Futter: 
Wurzelfriichte ad libitum. Heu, unbedeutendes Kraftfutter. Am 20. De- 
zember 1925 und 1. Februar 1926. Gut Alstad. Maschinenmelken zweima! 





taglich. 
Milchmenge in kg Blutzucker in Proz. 
Tier 7 on vor ; nach 
Nr. Tay | Wahrend des dem Melken wibrend des Melkens dem Melken 
=e Versuchs 
s 4 6’ 10’ 
28 30 12,5 0,062 0,039 0.036 0.050 
137 28 12 0,060 0.088 0.039 0,056 
28 28 1! 0.073 0,041 0,040 0,064 


12* 
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Tabelle IV. 


Mulsionshypoglykamie bei Kiihen. Futter: Riibenblatter sowie etwa 3 kg 
Kraftfutter taglich. Gut Arlév. Maschinenmelken zweimal taglich. 





Milchmenge in kg Blutzucker in Proz. 





Datum Tier | vor wahrend iDes nach 
Nr. o Tag | Wabrend des dem Melken des Melkens dem Melken 
Gre Se | Versuchs —_— oe 

10’ 5—2’ bd 8’ | 10’ | 20’ 
19.X. 463 28 15 0,068 0,066 0,041 0,088 0,054 0,065 
19. X. 302 23 10 0,071 0.074 0.056 | 0,046 0,068 0,069 
25. X. 468 21 8,9 0.070 0.074 0.060 0,044 0,053 0,062 
25.X. 301 16 8.5 0.072 0076 0,057 0,048 0.057 0,067 
19. X. 312 15 8,1 0,070 0.069 0,061 0,053 0,065 0,074 
25, X. 318 12 5 0,080 0,081 0,072 0,061 0,076 0,083 


Tieren der Tabelle ILI ist die Senkung des Blutzuckergehalts wahrend 
des Melkens besonders ausgesprochen und erreicht hier bei jenem Tier, 
das die gréBte Milchmenge gibt, Nr. 28, den niedrigsten Wert, 0,036 Proz. 

Es ist offenbar, daB man an Hand der wenigen Proben, die man 
wihrend der wenige Minuten dauernden Melkzeit entnehmen kann, 
keine zuverlissige Auffassung von den absoluten Werten der Hypo- 
glykimie erhalten kann, da die niedrigsten Werte bei der Probenahme 
wahrscheinlich nicht getroffen werden. Obgleich wir keinen bindenden 
Beweis dafiir erbringen kénnen, daB ein Verhaltnis zwischen der In- 
tensitaét der Arbeit der Milchdriisen und dem Grade der Hypoglykimie 
bei im iibrigen gleichartigen Bedingungen hinsichtlich Fiitterung und 
Melktechnik vorliegt, so scheinen doch die Zahlen der drei letzten 
Tabellen darzutun, daB je gréBer die ausgemolkene Menge ist, um so 
ausgesprochener wird die Blutzuckersenkung. Unten folgt ein Vergleich 
zwischen Milchmenge und den niedrigsten beobachteten Blutzucker- 
werten waihrend der Mulsion oder unmittelbar nach derselben. 














Tabelle Il. Tabelle II. Tabelle VI. 
Milchmenge Glykimie Milchmenge Glykimie Milchmenge Glykimie 

kg | kg kg 

11,2 0,051 12.5 0,036 15 0,038 

10,5 0,052 12 0,038 10 0.046 

5,8 0,044 ll 0,040 8.9 0,044 

55 0,059 8,5 0,048 

5,1 0.064 8,1 0,053 

5 0.061 


In drei dieser Fille ist der Blutzuckergehalt uater 0,04 Proz. 
gesunken. Da die Probenahme in den meisten Fillen die niedrigsten 
Blutzuckerwerte wahrscheinlich nicht getroffen hat, ist der Schlub 
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berechtigt, dai die Hypoglykimie wihrend der Mulsion oft Werte 
unter den angegebenen Zahlen erreicht. Widmarks und Carlens (4) 
friihere Versuche, wie auch die von Auger (5) haben indessen gezeigt, 
da8 bei Insulinvergiftung die hypoglykamischen Symptome bei Werten 
auftreten, die zwischen 0,04 und 0,03 Proz. liegen. Man kann demnach 
bet Kiihen durch Melken eine Blutzuckersenkung von dem Grade hervor- 
rufen, daB hierdurch klinische Symptome auftreten kénnen. Da 
solche nicht mit Sicherheit beobachtet worden sind, diirfte dies dem 
Umstande zuzuschreiben sein, daB die Hypoglykimie von so kurzer 
Dauer ist, daB fiir das Erscheinen von Komaanzeichen zu wenig Zeit 
vorhanden ist. 


In einer Serie von Versuchen, die mit einer zum Institut gehérigen 
Ziege der Saanen-Rasse ausgefiihrt worden sind, konnte dagegen keine 
Blutzuckersenkung nachgewiesen werden. Die Ziege wurde morgens 
und abends mit der Hand gemolken und bei beiden Gelegenheiten 
wurden Blutproben entnommen. 


Tabelle V. 
Morgenmelken der Ziege. Futter: Kleeheu. 





Blutzucker in Proz. 


) . . F 
Detem Milchmenge vo wahrend 5—10' nach 3—4b nach 


r 
com dem Melken des Melkens dem Melken dem Melker 


1500 0,053 0.054 0.065 0.070 
1300 0.066 0,070 0.074 0.066 
1100 0,053 0,061 0.063 0.068 
1320 0.057 0,063 0,063 0.071 
1100 0,079 0.072 0,073 0.063 
760 0.066 0,067 0.067 
350 0.063 0,063 0,066 


Tabelle VI. 


Abendmelken der gleichen Ziege wie in voriger Tabelle. 





Blutzucker in Proz. 


Milchmenge vor wahrend 5—10’ nach 
ccm dem Melken des Melkens dem Melken 


17, TX. 1000 0,07; 0.077 0,082 
18. TX. 1000 0,077 0.077 0.079 
20. IX. 920 0,074 0,071 0,072 
21. IX. 920 0.068 0,069 0.070 
27. TX. 620 0,071 0.076 0.072 


Die Ursache, weshalb die Ziege wihrend des Melkakts keine Blut- 
zuckersenkung zeigt, kann nicht mit Sicherheit angegeben werden. 
Es ist méglich, daB das im Verhiltnis zur GréBe des Tieres ziemlich 
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voluminése Euter die ganze bei der Melkgelegenheit abgegebene Milch- 
menge enthalten kann und daB eine gesteigerte Tatigkeit der Milch- 
driisen wihrend des Melkakts nicht vorhanden gewesen ist. Die Milch- 
bildung sollte demnach bei diesem Tiere wihrend des ganzen Tages 
erfolgen und wihrend der Mulsion nicht forciert werden, fiir welchen 
Umstand auch der permanent niedrige Blutzuckergehalt spricht. 


Zusammenfassung. 

1. Bei hochmelkenden Kihen sinkt der Blutzuckergehalt wihrend 
des Melkakts. 

2. Diese Hypoglykamie ist in der Regel auch bei starker Fiitterung 
mit Kraftfutter bemerkbar, wird aber bei Fiitterung mit Riibenblittern 
oder Riben erheblich starker, wobei der Blutzuckergehalt unter 
0,04 Proz. sinken kann. 

3. Die Hypoglykaimie scheint um so gréBer zu sein, je mehr das 
Tier im Zeitpunkt der Probeentnahme melkt. 

4. Die Senkung des Blutzuckergehalts ist von sehr kurzer Dauer. 
Schon eine halbe Stunde nach dem Aufhéren des Melkens gehen die 
Blutzuckerwerte im allgemeinen auf die urspriinglichen Werte vor dem 
Melkakt zuriick. 

5. Bei einer Ziege konate das beschriebene Phinomen nicht nach- 
gewiesen werden. 

Literatur. 

1) Erik M. P. Widmark und Olof Carlens, diese Zeitschr. 156, 454 bis 
459, 1925. — 2) H. Widmark, Berl. Tierarztl. Wochenschr. 42, 537, 1926. — 
3) Erik M. P. Widmark und Olof Carlens, diese Zeitschr. 158, 3 bis 10, 1925. 
— 4) Dieselben, ebendaselbst 158, 81 bis 86, 1925. — 5) L. Auger, Recherches 


sur la Pathogénie de la fiévre vitulaire et le syndrome hypoglycémique 
chez la vache laitiére, 8S. 209. Trevoux 1926. 





Die Wirkung des Kartoffelknollensaftes 
auf die biologische Reduktion von 0o-Dinitrobenzol. 


Von 
Albert Pietsch. 
(Pingegangen am 30. November 1926.) 


Gelegentlich von Versuchen an Kartoffelknollen mit dem o-Dinitro- 
benzolverfahren nach Lipschitz!) machte ich einige Beobachtungen, die 
zwar aus dem Rahmen der beabsichtigten Untersuchungen heraus- 
fielen, die aber, dennoch der Veréffentlichung itibergeben werden sollen. 


Methodisches. 


Um die Zelloxydationen nach der o-Dinitrobenzolreduktionsmethode 
zu verfolgen, fand mit unbedeutenden Modifikationen die Methode von 
Lipschitz*) Anwendung, bei der das o-Dinitrobenzol zu dem intensiv gelb 
gefarbten Nitrophenylhydroxylamin reduziert wird. Das o-Dinitrobenzol 
(Kahlbaum) wurde aber nicht als Substanz benutzt, sondern es gelangte 
eine konzentrierte Lésung in 90proz. Alkohol zur Verwendung (gewéhnlich 
in Mengen von 0,2 ccm bei 10 ccm Untersuchungsfliissigkeit), was meistens 
eine nicht unwesentliche Versuchserleichterung bedeutete. VersuchsgefaiBe 
waren je nach Art des Objekts Reagenzgliser (16 x 1,5) oder 25-ccem- 
Erlenmeyerkélbchen, die mit Stopfen versehen wurden. Triibe Fliissig- 
keiten wurden vor dem Ablesen filtriert. Da mir ein Autenriethsches 
Kolorimeter nicht zur Verfiigung steht, konnten nur Vergleichsbestimmungen 
innerhalb einer Versuchsreihe vorgenommen werden. Spiter gelangte auch 
die Sodareaktion, bei der das Gelb in Violett umschligt, zur Anwendung. 
Alle Versuche fanden bei Zimmertemperatur (17 bis 19°C) statt. Spezielle 
methodische Ergainzungen sind bei den einzelnen Versuchen angegeben. 
Um die Arbeit nicht zu umfangreich zu gestalten, stellen viele der Tabellen 
Zusammenfassungen dar, die sich zum mindesten auf vier Parallelreihen 
stiitzen. 


1) Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Abt. IV, Teil 1, H. 3, 


S. 439. 
*) Lipschitz und Osterroth, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 205, 354, 


1924. 








184 A. Pietsch: 


I. Reduktionsversuche mit Kartoffelsaft und Kartoffelknollen. 


a) Durch gewisse Uberlegungen theoretischer Art glaubte ich 
berechtigt zu sein, annehmen zu diirfen, daB der eigene Saft der Kar- 
toffelknollen die o-Dinitrobenzolreduktion stimuliert. Die experi- 
mentelle Nachpriifung fiihrte aber zu einem entgegengesetzten Resultat. 

Aus den Kartoffelknollen der Sorten ,,Friihe Rosen‘* und ,,Wohlt- 
mann“ sticht man mit einem kleinen Reagenzglas Walzen heraus, von denen 
jede eine Lange von 4cm und einen Durchmesser von 0,9 cm'*) hat. Der 
Kartoffelsaft wird hergestellt, indem man auf die Walzen Aqua dest. 
(pro Walze 10 ccm) gieBt, schiittelt und den gewonnenen Saft filtriert 
(dreifache Lage Schleicher und Schiill Nr. 597). 0,2 cem o-Dinitrobenzol. 


Tabelle I. 





Ergebnis nach 4 Stunden 





Kartoffel- Pa Kartoffelsaft eeney tans = — a 

orte | , — q iolett mit 

: ccm ccm Welzen gelb Eesignture j Sodaldsung 

. 10.0 0 gewaschen xX X X x X X 
— | 10.0 0 unbehandelt x x xX 

0 10,0v.Fr.Rosen gewaschen x x 

Wohlt- 10,0 0 Ib unver- violett 
mann 0 10,0v.Wohltm. a hellgelb*) | andert|| gelbviolett 


*) Mit rétlichem}Stich 


Gleiche und ahnliche Versuchsanordnungen werden mit folgenden 
Kartoffelsorten vorgenommen, die zu demselben Resultat fiihren: 
Kaiserkrone, Blaue Odenwilder, Vesta, Industrie, Phénix. Auch 
Walzen einer bestimmten Kartoffelsorte in dem Saft einer anderen 
Sorte (z. B. Walzen von ,,Friihen Rosen“ im Saft von ,,Wohltmann‘) 
ergeben dieselbe Erscheinung. 

Ergebnis: Der eigene Saft der Kartoffelknollen hemmt thr Ver- 
mégen, o-Dinitrobenzol zu reduzieren. 

b) Vergleichende Untersuchungen iiber die Intensitat der Hemmung 
bei friihen und spiten Kartoffelsorten, bei iiberwinterten und frisch 
geernteten Kartoffelknollen derselben Sorte. 

Bei den bisherigen Versuchen zeigte es sich, daB in den Glisern 
mancher Kartoffelsorten die Gelbfarbung schneller erreicht wurde, so 
daB die Aufgabe nahelag, vergleichende Untersuchungen verschiedener 
Sorten anzustellen. Nicht uninteressant erschien auch die Frage, ob 
der Hemmungsfaktor durch Lagern und Uberwintern eine Veriinderung 

In jedes Reagenzglas gelangen 10 ccm Aqua dest. + 0,2 ccm o-Dinitro- 
benzol. Ungewaschene Walzen. Bei dem Uberwinterungsversuch kommen 


1) Wenn nicht anders angegeben, gelten diese MaBe fiir alle ahnlichen 
Versuche. 
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»Frihe Rosen* zur Anwendung. Die Uberwinterung geschah im Keller, die 
frisch geernteten wurden direkt aus dem Garten geholt (Jahrgang 1925/26). 


Tabelle II. 





Ergebnis Ergebnis 
Friihe Kartoffelsorten *) 31), Stade. . Spate Kartoffelsorten 31), Std 


Gelb Gelb 


Joh. Miillers .Friihe Crimbals .Fiirst Bis- 
H6érnchen* .... . marck* . 


Gorsdorfer Nieren . . Paulsens ,Fulda“ . 

Trogs ,,Marli* Thieles .Graf Dohna* 

Paulsens ,Goldperle* . oe (Phénix) 

Friihe Rosen .... . Crimbals ,Silesia . 
Wohltmann...... x 

Se eee x 


*) Fiir die Uberlassung der Sorten 1 bis 4 und 7 bis 10 bin ich Herrn Dr. Snell von der 
Biologischen Reichsanstalt fiir Land+ und Forstwirtschaft zu grofBem Dank verbunden, Die iibrigen 
erhielt ich von hiesigen Landwirten. 





Bei der Versuchsreihe mit itiberwinterten und frischen Kartoffel- 
knollen stimmen die Reaktionsgeschwindigkeiten, sowohl an der Gelb- 
farbung als auch an der Violettfirbung mit Sodalésung gemessen, 
iiberein. 

Ergebnis: Die Reduktion des o-Dinitrobenzols verliuft bei den 
friihen Sorten schneller als bei den spéten. 

Zwischen iiberwinterten wnd frisch geernteten Kartofjeln lapt sich 
kein Unterschied feststellen. 


II. Wirkung des Kartoffelsajtes auf die o-Dinitrobenzolreduktion durch héhere 
~ Pflanzen. 


Untersucht wird die Wirkung auf die Wurzel der Runkelriibe 
(Sorte: Gelbe Eckendorfer), auf die Grundachse der Osterluzei 
(Aristolochia clematitis L.), auf die Bliitenblitter einer weiSbliihenden 
Dahlie (Sorte: Pius X), auf die Samen von Radieschen (Sorte: 
Rubin). 


Der Kartoffelsaft wird aus ,,Friihen Rosen“ (eigene Ernte 1926) ge- 
wonnen, indem Kartoffelwalzen iiblicher GréBe in Scheiben von 0,5 cm 
Dicke geschnitten und mit 60 ccm Aqua dest. iibergossen werden. Nach 
mehrmaligem Schiitteln filtriert man mit Schleicher und Schiill Nr. 597 
in vierfacher Lage. 0,2 ccm o-Dinitrobenzol bei 10 ccm Fliissigkeit. Neben 
der Gelbfarbung und Violettfarbung mit Soda gelangen nétigenfalls Ather- 
ausziige beim Ablesen zur Anwendung. Um eine Violettfarbung der Ather- 
ausziige zu bekommen, fiigt man Alkohol-Sodalésung in ungefahr gleicher 
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Menge hinzu, die aus einer Mischung von | Teil konzentrierter Sodalésung, 
2 Teilen Aqua dest. -+- 9 Teilen 90 proz. Alkohols besteht, die kraftig geschiittelt 
und danach filtriert wird. Die Objekte beim Runkelriibenversuch gewinnt 
man, indem man aus einer dicken Riibe mit einer Glasréhre Walzen sticht, 
die in GréBe den der Kartoffeln entsprechen. Sie werden dreimal mit 
Wasser gewaschen und mit Filtrierpapier abgetupft. Von der Osterluzei 
reinigt man mdglichst gleichmaéBig starke Grundachsen, schneidet sie in 
Stiicke von 0,5 cm Lange, schiittelt sie tiichtig durcheinander und verteilt 
sie gleichmaéBig nach Zahl und Gewicht auf die Erlenmeyerkolben (pro 
Kolben 1 bis 2g). Aus den Rhizomstiicken diffundiert ein gelbfarbender 
Stoff, der besonders stérend in den Saftglisern wirkt, da hier ein rétlicher 
Stich sich bemerkbar macht, der die vergleichende Ablesung erschwert. 
Hier eignen sich Atherausziige. Die Bliitenblatter der Dahlie gelangen in 
Stiicken von etwa 0,5cm Lange als 1-g-Portionen in die Reagenzglaser. 
Die Radieschensamen 148t man 15 Stunden in Brunnenwasser einquellen, 
trocknet sie auf Filtrierpapier ab und bringt sie zu je 2g in die Kolben. 


Tabelle III. 





Lteckuge 
fliissigkeit Ather- Atherauszug 


Objekt : . 
gelb violett mit Sode auszug | + Alkohol-Soda 


Wurzeln von Aq. dest. xx  kraftig violett 


Beta Kartoffelsaft x violetter Schein 
Rhizom von Aq. dest. gelb rétlichviolettt) gelb , violettgrau 
Aristolochia |, Kartoffelsaft gelb *) rétlich hellgelb| gelbgrau 
Bliitenblatt. Aq. dest. gelb violett 
der Dahlie | Kartoffelsaft hellgelb dunkelgelb 
Samen von Aq. dest. oe 0 26:3 28 
Radieschen | Kartoffelsaft x x =x 

*) Mit rétlichem Stich. — +) Ein fganz reines Violett wurde durch den der Grundachse 


eigentumlichen Farbstoff nie erreicht. 


Ergebnis: Kartoffelsaft hemmt das Vermégen der héheren Pflanzen, 
o.Dinitrobenzol zu reduzieren. 


III. Wirkung des Kartoffelsaftes auf die o-Dinitrobenzolreduktion durch 
Pilzsporen. Tilletia Tritici (Bjerk.) Winter"). 


Kartoffelsaft von ,,Friihen Rosen“ wie unter IT. 2 g der braunschwarzen 
Sporen werden in 13 ccm Aqua dest. aufgeschwemmt. In jeden Kolben 
kommt 1 cem der Aufschwemmung. Nach Beendigung der Reduktionszeit 
filtriert man in Reagenzgliser. 8 ccm Filtrat gelangen zum Ablesen. 


1) Fiir die Uberlassung des Materials bin ich Herrn Regierungsrat 
Dr. Riehm von der Biologischen Reichsanstalt f. Land- u. Forstwirtschaft 
zu Dank verpflichtet. 
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Tabelle IV. 
Ergebnis nach 9 Stunden 
Nr. Aq. dest. — violett 
gelb violett mit Soda therauszug Atherauszug 
com com . + Alkohol-Soda 
1 10.0 0 + violett elb violett 
2 0 10,0 x gelb (rétlich) hellgelb _hellviolett 


Ergebnis: Kartoffelsaft hemmt das Vermégen der Steinbrandsporen, 
o-Dinitrobenzol zu reduzieren. 


IV. Wirkung des Kartoffelsajtes auf die o-Dinitrobenzolreduktion durch 
tierische Objekte. 
Als Untersuchungsobjekte dienten die Oberschenkelmuskulatur 
von Rana esculenta und die FuBmuskulatur der FluBmuschel (Unio 
tumidus Retz). 


Kartoffelsaft wie unter IJ. Die Muskulatur wird mit dem Skalpell 
zerschnitten und klein zerhackt. Je Glas 1g Froschmuskel bzw. 0,5 ¢ 
Uniomuskel bei 10 ccm Fliissigkeit. 





Tabelle V. 
Ergebnis 
: Untersuchungss | —— —_—— 
Objekt eet 0 

. Bissigkeit gelb violett mit Soda Atherauszug Fyne 
Frosch- || Aq. dest. x x x violett gelb mittelviolett 
muskel || Kartoffelsaft x x gelbviolett wenigheller hellviolett 
Unio- {| Ag. dest. xx violett 
muskel |} Kartoffelsaft rétlichgelb 


Ergebnis: Kartoffelsafi hemmt das Vermégen von Frosch- und 
Uniomuskel, o-Dinitrobenzol zu reduzieren. 


V. Wirkung des Kartoffelsaftes auf die o-Dinitrobenzolreduktion 
durch Bdckerhefe. 


Zur Verwendung gelangt in allen Fallen frische Backerhefe. 


Nach mehreren Vorversuchen ergibt sich, daB eine 0,3proz. Hefe- 
aufschwemmung die geeignetste ist. 0,5 g Hefe werden in 5 ccm Aqua dest. 
aufgeschwemmt. Von dieser Emulsion kommen in jedes Reagenzglas 
0,3cem Kartoffelsaft von ,,Friihen Rosen“ und ,,Phénix“. 

Nach der Gelbfarbung zu urteilen, beschleunigt Kartoffelsaft die 
Reduktion durch Hefe. Auf Grund der Sodaviolettfirbung kommt 
man zu dem entgegengesetzten Resultat. Die Violettfarbung ent- 
spricht nicht der Gelbfirbung. Es mu ein Faktor vorliegen, der die 
Sodaviolettreaktion in angedeutetem Sinne modifiziert. Das Ergebnis 








188 A. Pietsch: 





Tabelle VI. 
Ergebni 
&. a “ ct _ —ny 
Nr Sorte est. salt violett 
gelb violett Atherauszug Atheraussug 
com ccm mnit Soda “ |+ Alkohol. Soda 
yew 9,7 0 ‘ violett ] 
2 | Phonix 0 9,7 xx  dunkelgelb 
3 | Friihe |; 9,7 0 x violett hellgelb —__helilviolett 
4 | Rosen | 0 9,7 x ™  dunkelgelb gelb violett 


laBt vermuten, dai durch den Kartoffelsaft eine beschleunigte Re- 
duktion stattfindet, die mit einer gréBeren Produktion von Saure 
verbunden ist, so da8 in den Glisern mit gréBerer Siuremenge 
(Nr. 2 und 4) ein gréBerer Teil des Alkalis durch Abbindung fiir die 
Farbungsreaktion verloren geht. Da dem wirklich so zu sein scheint, 
ergibt sich aus der Priifung des Atherauszuges mit Alkohol-Soda, wo 
die Violettfarbung mit der Gelbfarbung iibereinstimmt. Auch die 
Reaktionsuntersuchung mit Phenolsulfophthaleinlésung spricht dafiir, 
indem sie zeigt, daB die Gliser Nr. 2 und 4 mehr Siure enthalten als 
Nr. 1 und 3. Endlich gibt die Anwendung von Soda im UberschuB der 
Vermutung recht, indem dabei der ,,normale‘ Sodafarbumschlag in 
Erscheinung tzitt, wie das Tabelle VII beweist. 


* Tabelle\V 11. 





Ergebnis nach 3 Stunden 





Kartoffel- 
oo | Ap aoe. satt 1 ccm Hefeaufsch g ccm Hefeaufschwemmung 
gelb | +9%ccm Wasser+1ccm + 1 com Wasser + 10proz. 
com cem konz. Sodalésung Sodalésung 
1 9,7 0 x ganz wenig violett violett 
2 0 9,7 x x hellviolett gelb 


Die Anwendung von Soda bei der o-Dinitrobenzolreduktion durch 
Hefe darf also nur unter den angegebenen Kautelen (Anwendung von 
Alkohol-Soda bei Atherausziigen oder Soda im Uberschu8) vorgenommen 
werden, wenn man eine Parallele zwischen der Intensitit der Gelb- 
und der Violettfarbung erreichen will. Anderenfalls laBt bei ver- 
gleichenden Hefeversuchen die gréBere Tiefe der Violettfarbung den 
SchluB auf geringere Reduktion zu. 

Ergebnis: Kartoffelsaft fordert das Vermégen der Béckerhefe, 
o-Dinitrobenzol zu reduzieren. 


VI. Wirkung des Kartoffelsajtes auf die o-Dinitrobenzolreduktion 
durch Bakterien. 


Versuchsobjekte waren die Bakterienflora saurer Milch und Sarcina 
lutea Fliigge. 
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Ungefaébhr 10 cem 2 Tage alte ,,dicke“‘ Vollmilch wird im Mérser glatt 
geriihrt. In jedes Reagenzglas kommt 1 ccm der Milch und wird mit der 
iibrigen Fliissigkeit tiichtig geschiittelt. Da das Milchgerinnsel sich im 
Laufe des Versuchs zu Boden setzt, filtriert man vor dem Ablesen. Sarcina 
war aus Zimmerluft gewonnen. Drei Agarschrigkulturen, die ein Alter 
von 34, Tagen bei Zimmertemperatur haben, werden mit je 3cem Aqua 
dest. abgespiilt und zusammengeschiittet. In jedes Reagenzglas gelangt 
leem der Aufschwemmung. 


Tabelle VIII. 





Ergebnis 
| Pa ~ = on 
: } .  toffel- violett 
Nr. Objekt | Oost aan elb violett Sodaim | Ather- 5ccm Atherauszug 
x mit Soda © Uberschu8 | “¥St¥® + Sccm Alkohol- 
ccm ccm & Soda 
1 | Saure 9,0 0 x violett x hellviolett 
2 | Milch 0 90 x hellviolett x X violett 
3 |\\Sercina 9.0 0 x violett _hellviolett 
4 | lutea 0 90 «x hellviolett violett 


Priifung der Glaser 3 und 4 auf Reaktion mit Phenolsulfophthalein 
ergibt fiir 4 die Anwesenheit einer gréBeren Saiuremenge. 


Ergebnis: Es entspricht dem der Hefe. Kartoffelsaft férdert das 
Vermégen der Milchsduyebakterien wnd Sareina lutea, o-Dintivebensel 
zu reduzieren. 


VII. Einige allgemeine Bemerkungen. 


Blickt man zusammenfassend zuriick, so méchte man versuchen, 
gewisse RegelmaBigkeiten aufzufinden. Bei allen héheren Pflanzen und 
den tierischen Objekten wirkt der Kartoffelsaft hemmend, bei den 
Garungsorganismen dagegen férdernd. Um zu einer festeren Grundlage 
zu kommen, wire es nétig, das Reduktionsvermégen vieler Bakterien- 
arten zu studieren. 

Weiter ergibt sich die interessante Frage, nach welcher Richtung 
hin haben wir den hemmenden bzw. den férdernden Faktor zu suchen. 
Handelt es sich um Veranderungen der Wasserstoffionenkonzentration, 
um Viskositatsverhiltnisse oder dergleichen! Kommt ein chemisch 
definierbarer oder ein chemisch noch nicht faBbarer (enzymatischer ‘) 
Stoff in Frage’ Nach der letzten Richtung hin wurde ein tastender 
Versuch gemacht, indem die Einwirkung von Hitze durch 5 Minuten 
langes Kochen auf den auf Hitzelabilitét zu untersuchenden Kartoffel- 
saft festgestellt wurde. Nach diesem einen Versuch zu urteilen, liBt 
das Kochen fast keinen Einflu8 erkennen. Es schien, als ob eine geringere 
Abanderung im Sinne der Abschwiichung des Hemmungsfaktors statt- 
findet. 
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Da der Kartoffelsaft in vielen Fallen Traubenzucker enthilt, so 
lag die Aufgabe nahe, den EinfluB der Glucose auf die Reduktion durch 
Hefe festzustellen. Um der Frage naiher zu kommen, ob der hemmende 
und der férdernde Faktor identischer Art sind, wurde ein Versuch 
angestellt, der den Einflu8 des Traubenzuckers auf die Reduktion durch 


Kartoffel zum Ausdruck bringt. 





Tabelle IX. 
Ergebnis 
Nr. Objekt Aq. dest. |Kartoffelsaft Glucose violett 
cem ccm zg gelb mit Soda 

1 Hefe 9,7 0 0 x violett 
2 . 9,7 0 05 se gelb 
3 0 9.7 0 x * violett-gelb 
4 " 0 9,7 05 .* > gelb 
5 Kartoffelwalze 10.0 0 0 x > x xX 
6 - 10,0 0 0,05 x & K HM Xe 
7 10,0 0 01 x xX xX 
8 i 10,0 0 05 cx x 
9 5 10.0 0 1,0 x 

Ergebnis: dproz. Glucoselésung beschleunigt das Vermégen der 


Béckerhefe, 5- und 10proz. Glucoselisung hemmt das Vermégen der 
Kartoffel, o-Dinitrobenzol zu reduzieren. 


VIII. Wirkung von Quecksilberchlorid und Campher. 
Zum SchluB seien noch tabellarisch einige Beobachtungen mit- 
geteilt, die die Wirkung von Sublimat auf die o-Dinitrobenzolreduktion 
durch Kartoffelknolle und Backerhefe und die Wirkung von Campher 


auf Backerhefe zeigen. 





Tabelle X. 
Gift. Nach wieviel Stdn. Ergebnis 
Ge Ojekt_—| Ronson dee St | 
Proz. benzol hinzugesetzt ge mit Soda 
HgCl, Kartoffel 0 14 Stunden x ; 
e is 0,001 14 ‘i x : 
” ° 0,1 14 0 
Backerhefe 0 gleich x 
* 0,0001 3 : 
® ‘ 0.1 0 0 
C,,H,,0 | Kartoffel 0 ‘ ax He 
“ 9 0.01 " xX X x x > 
s 3 0,025 ‘ x X Xx 
x x x > 


0,05 re 
0.1 . 














Kartoffelknollensaft. 191 


Ergebnis: [0,1 Proz. Quecksilberchlorid hemmt komplett die 
o-Dinitrobenzolreduktion durch Kartoffel und Hefe. 0,1 proz. Campher- 
lésung hemmt deutlich die Reduktion durch Kartoffel ; 0,05 und 0,025 Proz. 
scheinen ebenfalls von retardierender Wirkung zu sein').] 


Zusammenfassung. 


1. Die o-Dinitrobenzolreduktion wird durch Kartoffelknolle im 
eigenen Saft gehemmt. 

2. Die Hemmung der Reduktion ist bei verschiedenen Kartoffel- 
sorten quantitativ verschieden. Im allgemeinen besitzen die spiiten 
Sorten eine gréBere Menge Hemmungsfaktor. 

3. Die Wirkung des Kartoffelsaftes auf die Reduktion durch andere 
Organismen ist 

hemmend bei Teilen héherer Pflanzen, bei den Sporen von Tilletia 
Tritici, bei Muskulatur von Frosch und Unio; 

férdernd bei Backerhefe, Milchsiurebakterien und Sarcina lutea. 

4. Es erscheint nicht ausgeschlossen, daB der Glucosegehalt des 
Kartoffelsaftes bei der Hemmung bzw. der Stimulation eine Rolle 
spielt. 

5. Einige Versuche zeigen die Wirkung von Quecksilberchlorid 
und Campher auf die Reduktion durch Kartoffelknolle und Backerhefe. 


+ 
1) Lipschitz und Osterroth (Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 106, 36) 
fanden fiir Froschmuskulatur Hemmung bei 0,15 bis 0,075 Proz.. keine 
Hemmung bei 0,05 Proz. 








Uber .Reizwirkungen“ an Einzelzellen. 
Bemerkungen zu dem gleichlautenden Aufsatz von Rolj Meier. 


Von 
Hugo Schulz. 
(Eingegangen am 1. Dezember 1926.) 


Unter dem oben angegebenen Titel bringt Rolf Meier im 174. Bande 
dieser Zeitschrift, Heft 4/6, S. 384ff. eine Reihe von Kurventafeln, das 
Ergebnis seiner Versuche itiber Hefegirung unter dem Einflu8 gewisser 
Hefegifte samt zugehérenden Kontrollversuchen ohne Giftzusatz. Von 
einer genaueren Angabe von Einzelheiten hat Rolf Meier abgesehen. Er 
bemerkt dariiber auf 8S. 385: 

»ich glaube, daB man diesen Kurven nichts hinzuzufiigen braucht, 
um zu erkléren, daB sie als Stiitze zu so weittragenden Folgerungen keines- 
wegs ausreichen.“* 

Mit den ,,weittragenden Folgerungen“ sind die Anschauungen gemeint, 
die ich seinerzeit auf Grund meiner Versuche mit Hefe unter dem Einflu8 
von Hefegiften veréffentlicht habe, als ich das Arndtsche biologische Grund- 
gesetz experimentell auf seine Existenzberechtigung hin priifen wollte. 

Zur graphischen Darstellung seiner Versuchsergebnisse bemerkt 
Rolj Meier auf 8S. 384: 

»Prof. Heubner hat fiir eigene Zwecke eine solche graphische Dar- 
stellung der Sublimatversuche von Hugo Schulz vorgenommen und mir 
diese zur Veréffentlichung an dieser Stelle iiberlassen.‘ 

Hierzu habe ich folgendes zu bemerken: 

Als ich im Jahre 1888 im 42. Bande von Pjliigers Archiv meine erste 
experimentelle Arbeit tiber Hefegifte veréffentlichte, habe ich sowohl die 
Methodik meiner Versuche, die erhaltenen zahlenmaéBigen Ergebnisse 
wie auch die Art und Weise ausfiihrlich angegeben, von welchem Gesichts- 
punkte aus ich die Resultate aus den einzelnen Versuchen graphisch dar- 
gestellt habe. Ich habe damals bei allen Versuchen fiir jeden einzelnen 
Apparat jede Viertelstunde den Stand der unter dem Druck der von der 
Hefe gelieferten Kohlensaéure stehenden Quecksilberséiulen notiert. Daraus 
ergab sich folgerecht fiir jeden einzelnen Ansatz eine langere Reihe von 
Zahlenwerten. W6rtlich ist in meiner Arbeit auf S. 522 zu lesen: 

»Zur Erliuterung der folgenden Tabellen sei bemerkt, daB die erste 
Zahlenreihe“ (das ist also die eben erwiéhnte) ,,bei jedem Apparat dem 
beobachteten Stande des Quecksilbers im Steigrohr entspricht. Die zweite, 
unter D (Differenz) befindliche Reihe gibt die Wege an, die von den Queck- 
silbersiulen innerhalb je einer Viertelstunde zuriickgelegt waren. Diese 
Werte lieferten weiterhin das Material zu den Kurventafeln.“ 
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Offenbar besteht zwischen der in der Arbeit von Rolf Meier mitgeteilten 
und der von mir benutzten graphischen Darstellung ein wesentlicher Unter- 
schied. Wenn ich meine Zahlen, soweit sie die Steighéhe der Quecksilber- 
siiulen direkt betreffen, in derselben Weise graphisch niederlege, wie Rolf 
Meier, kommen ganz ahnliche, um nicht zu sagen: dieselben Kurven heraus. 
Das ist selbstverstandlich. Es wird ja weiter nichts zu Papier gebracht, 
als das allméhliche Ansteigen der Quecksilberséiulen im Laufe der einzelnen 
Versuche und wiahrend einer bestimmten Zeit. Handelt es sich dagegen um 
adie Lésung der Frage: Wie ist es zu einem bestimmten Héhestand der 
Quecksilbersiule im einzelnen Falle gekommen im Vergleiche zu einem 
parallel gehenden Versuche und in derselben Zeit ? so kommt man mit der 
von Rolf Meier benutzten Methode nicht weiter. Tragt man aber, wie ich 
es angegeben habe, die Werte der Differenzen zwischen je zwei Ablesungen 
auf, so ergibt sich ein ganz anderes Bild. Erstens laGt sich feststellen, daB 
die mit irgenwelchem Hefegift behandelten Ansitze nie die Neigung ver- 
lieren, der nicht behandelten Hefe im Kontrollansatz méglichst parallel 
zu arbeiten. Ferner sieht man den Eintritt und den ferneren Verlauf der 
Reizwirkung sehr deutlich, und endlich kann man konstatieren, daB dieser 
Reizwirkung, sobald sie eine gewisse Hoéhe erreicht hat, ein Sinken in der 
Arbeit der Hefezellen nachfolgt. Ich will hier nicht weiter auf Einzelheiten 
eingehen. Wer sich fiir die vorliegende Frage interessiert, braucht nur einen 
Blick auf die von mir im Jahre 1888 im Anhang zu meiner Hefearbeit ge- 
brachten Kurventafeln zu werfen. 

In der Regel pflegt man, wenn man irgendwe!che Befunde irgend 
eines Autors nachzupriifen gewillt ist, zundchst einmal dessen eigene Methode 
mdéglichst genau zu befolgen. Aber diese Regel findet offenbar nicht iiberall 
gleichen Anklang. Es igt das natiirlich Sache jedes Einzelnen. Direkt als 
ein Fehler aber ist es anzusehen, wenn .auf Grund einer irrig angewandten 
Methode Resultate geziichtet werden, die zur Beurteilung des Wertes oder 
Unwertes einer fremden Arbeit ausgenutzt werden sollen. 

Rolf Meier hat ganz recht, wenn er sagt, daB den von ihm gebrachten 
Kurven nichts weiter hinzuzufiigen nétig sei, um zu erkléren, daB sie als 
Stiitze zu so ,,weittragenden Folgerungen“ keineswegs ausreichen. In der 
Tat ist die von ihm gewahlte graphische Darstellung alles andere als beweis- 
kraftig, weder fiir noch gegen das biologische Grundgesetz. Womit sich 
denn auch die Folgerungen erledigen, die man aus einer derartigen un- 
brauchbaren Methode zu konstruieren irgendwie geneigt sein kénnte. 


Biochemische Zeitschrift Band 151. 13 





Uber die Verstirkung der Enzymwirkung durch kleinste 
Mengen in ihrer Zusammensetzung bekannter Substanzen. - 


Von 
Martin Jacoby. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1926.) 


Die Erfahrungen der letzten Jahre lehren ohne Zweifel, daB sich 
aus den experimentellen Befunden nur mit gréBter Vorsicht Schliisse 
iiber die Konstitution der enzymatisch wirksamen Gruppen und die 
Bedeutung der beeinflussenden Faktoren ziehen lassen. Sollte sich 
herausstellen, daB wirklich ein Enzym mit einem EiweiSkérper oder 
einem anderen komplizierten Kérper identisch ist, so ware das natiirlich 
ein groBér Fortschritt und eine Grundlage fiir weitere Versuche. Aber 
eine direkte Klirung der dringenden Frage der chemischen Natur 
der aktiven Gruppen wire auch damit noch nicht gegeben'). 

Sicherlich kann die Auffindung von Reaktionen, welche die Enzym- 
wirkung férdernd oder hemmend beeinflussen, uns dem Ziele nahern, 


1) Das sei bemerkt im Hinblick auf die wichtige Mitteilung von Sumner 
(Journ. of biol. Chem. 69, 435, 1926), dem es gelungen ist, aus der Jackbohne 
die Urease als kristallisiertes Globulin zu isolieren. Der mir bisher nur 
zugingliche SchluBsatz seiner Mitteilung lautet: ,,A new crystallizable 
globulin has been isolated from the jack bean, Canavalia ensiformis. From 
the reasons given elsewhere in this paper J am compelled to believe that 
this globulin is identical with the enzyme urease.‘ In einer zweiten Mitteilung 
berichtet Sumner (Journ. of biol. Chem. 70, 97, 1926), daB es ihm weiterhin 
auch gelungen ist, das Globulin unter Erhaltung der Enzymwirksamkeit 
umzukristallisieren. 

Anmerkung bei der Korrektur. Da®8 man bei so hochwirksamen Sub- 
stanzen, wie es die Enzyme sind, mit der Identifizierung selbst dann sehr 
vorsichtig sein muB, wenn die Wirksamkeit bei mehrfacher Umkristalli- 
sierung erhalten bleibt, das lehren die neuesten Mitteilungen von Windaus 
(Vortrag in der deutschen chemischen Gesellschaft, Sitzung vom 13. De- 
zember 1926), wonach das Provitamin bei beliebigem Umbkristallisieren 
sich zwar nicht vom Cholesterin trennt, trotzdem aber mit dem Cholesterin 
nicht identisch ist. 
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wenn auch zundchst der Kreis der Méglichkeiten nur eingeengt wird. 
Fest steht wohl jedenfalls, daB man ohne die Annahme spezifisch- 
chemischer Gruppen nicht auskommt. Das haben gegeniiber anderen 
Vorstellungen neuerdings wieder Willstdtter, Newberg, Euler und seine 
Schiller mit Recht betont. Als ebenso sicher kann man wohl behaupten. 
daB vielfach die Enzymwirkungen in starker Abhangigkeit von Neben- 
faktoren stehen. In diesem Sinne haben vor Jahrzehnten Bertrand 
und ich vom EinfluB des Milieus gesprochen. Heute ist es iiblich, mit 
Willstétter vom EinfluB des Enzymkomplexes zu sprechen, womit man 
die im positiven und negativen Sinne engere Verbundenheit der beein- 
flussenden Gruppen mit der spezifischen Enzymgruppe betonen will. 

Der Zusammenhang der spezifischen Gruppe mit dem. Gesamt- 
komplex ist — ganz abgesehen von den sonst dort zur Diskussion 
stehenden Punkten — ja auch zu klaren fiir das von Warburg entdeckte 
Zusammenwirken des Eisens mit anderen Faktoren bei enzymatischen 
Oxydationswirkungen. In zahlreichen Fallen, in denen die Blausiure 
auf Enzymreaktionen hemmend eingewirkt hat, hat sich entsprechend 
den Anschauungen Warburgs gezeigt, daB eine Metallkatalyse vorliegt 
oder mindestens bei der betreffenden Enzymwirkung beteiligt ist, so 
daB hiufig der SchluB gezogen wird, dab die Hemmung durch Blau- 
siure direkt ein Beweis fiir das Vorliegen einer Metallkatalyse wire. 
Wir brauchen hier nicht darauf einzugehen, daB .von verschiedenen 
Autoren auch Blausiurehemmung beobachtet worden ist, ohne daB 
cine Metallkatalyse vorliegt, zumal Warburg selbst solche Fille erkannt 
und geklirt hat. Auch die Hemmung der Katalase und der Zymase 
durch Blausiure braucht hier nur erwihnt zu werden. 

Ganz unabhangig davon, in welchem Umfang man die Beziehung 
der Blausiurehemmung zu dem Bestehen einer Metallkatalyse annimmt, 
muB8B man jedenfalls damit rechnen, daB auch in Fallen von Férderung 
von Enzymvorgingen durch Blausiure eigentlich eine Hemmung 
einer Metallkatalyse durch Blausiure vorliegen kann. Denn es ist ja 
immer méglich, daB ein EnzymprozeB durch eine Metallkatalyse 
gehemmt wird, welche dann ihrerseits durch die Blauséure ausgeschaltet 
wird. In zahlreichen Versuchen, zum Teil zusammen mit Hata, Shimizu, 
Tsuchihashi, Takahata, Mikawa und anderen habe ich die grobe Metall- 
empfindlichkeit von Enzymen, insbesondere die der Urease gezeigt 
und gleichzeitig die Reaktivierbarkeit der inaktivierten Enzyme durch 
Blausiure beschrieben. Jedoch habe ich immer betont, daB die von 
mir aufgefundene, unter Umstiinden enorme Férderung von Urease- 
wirkungen durch Blausiure in ihrem Mechanismus vorlaufig noch 
ungeklart ist. 

Jedenfalls kann man sich auch andere Wirkungen der Blausiure 
als die Hemmung von Metallwirkungen vorstellen. So nahmen Wi/l- 

13* 
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statter und Grassmann') fiir die Beeinflussung der Papainwirkung durch 
die Blausiure an, daB hier die Beziehung zwischen Enzym und Blau- 
siure dieselbe ist, wie die zwischen Enzym und Kinase. Auch fiir Enzym 
und Kinase wird ja heute angenommen, daB8 das Enzym sowohl allein 
wie auch zusammen mit der Kinase wirken kann und in beiden Fillen 
nur quantitative und qualitative Unterschiede der Wirksamkeit be- 
stehen. Aber auch beim Papain muB man, unbeschadet der Annahme 
der ,.Kinasewirkung“ der Blausiure, die Phinomene der Metall- 
inaktivierung beriicksichtigen. Denn das Papain wird, wie ich vor 
kurzem beschrieben habe*), in seiner gelatinolytischen Enzymw'rkung 
durch Zink nur inaktiviert, wenn das Metall in Gegenwart von Cyan 
kalium mit dem Enzym zusammengebracht wird, und zwar kommt 
die Inaktivierung nur zustande, wenn ein Uberschu8 von Cyankalium 
iiber die Quantitét zugegen ist, welche zur Aktivierung des Enzyms 
notwendig ist. Zunichst scheint es so, als ob dieser Sachverhalt allem 
widerspricht, was man a priori erwarten kénnte. Aber ich glaube doch, 
wie ich es auch in der betreffenden Mitteilung ausgefiihrt habe, dal 
sich die Befunde auch mit der Willstdtterschen Annahme der Kinase- 
wirkung der Blausiure vereinigen lassen. Denn wenn eben nur gerade 
die Cyankaliummenge vorhanden ist, die als Kinase notwendig ist, 
so wird anscheinend kein Metall vorn Enzymkomplex aufgenommen, 
weil das cyanfreie Papain nicht mit Zink reagiert und die Blausiure 
das Substrat bevorzugt. Ist aber Cyankalium im UberschuB vorhanden, 
so wird es auch vom Enzymkomplex herangezogen, und dieses im Uber- 
schuB vorhandene Cyankalium fesselt das Metall an sich und damit an 
den Enzymklomplex und macht das Enzym dadurch unwirksam. 


Aus mehreren Griinden ist es von besonderem Interesse, die ver- 
starkende Wirkung des Cyankaliums auf die Urease genau zu unter- 
suchen. Einmal handelt es sich hier bei geeigneten Versuchsbedingungen 
um eine besonders intensive Wirkung, sodann spricht der Umstand. 
daB ich bei weitgehend gereinigten Ureasen vollkommen verschiedener 
Herkunft die Wirkung des Cyankaliums festgestellt habe, mit groBer 
Wabhrscheinlichkeit in dem Sinne, daB hier eine Eigenschaft des engeren 
Bereichs des Enzymkomplexes in Frage kommt. 


So weit war ich in friiheren Versuchsreihen gekommen. Die neuen 
Beobachtungen, die in dieser Mitteilung geschildert werden sollen, 
zeigen nun eine fast verbliiffende Wirkung des Cyankaliums, die in 
Parallele mit der GréBenordnung bei den Warburgschen Versuchen 
zu stellen ist. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 188, 124, 1924; man vgl. auch W. E. 
Ringer und B. E. Grutterink, ebendaselbst 156, 275, 1926. 
2) Diese Zeitschr. 175, 79, 1926. 
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Zur Methodik. 


Alle Versuche wurden mit Jackbohnenurease angestellt. Um die 
Wirkungen méglichst optimal zu gestalten, wurde stets, wenn nicht anders 
vermerkt, durch Phosphatgemische pg 7,1 hergestellt und die Puffer- 
konzentration auf m/3 gebracht. Versuchszeit 20 Stunden Brutschrank, 
immer 0,4 ¢ Harnstoff, Toluol 0,3cem. Das gebildete Ammoniak wurde 
durch 25 Minuten Dampfdestillation ausgetrieben. Unter diesen Bedingungen 
wird durch das Phosphatgemisch auch ohne Enzymwirkung in dem Um- 
fange Harnstoff gespalten, daB 5 cem n/10 Saéure auf die nicht enzymatische 
Harnstoffspaltung kommen. Dieser Betrag ist in allen Versuchen bei 
m/3 Pufferung der gleiche. Man braucht ihn also zur Wiirdigung der 
Steigerungen nicht abzuziehen, da die erhaltenen Ausschlige iiberall die 
gleichen bleiben. Alle Enzymlésungen wurden fiir jeden Versuch frisch 
hergestellt, ebenso stets die anderen Lésungen. 


Enzym 5 mg. 








Cyankalium Cyankalium 
mg ing 
- 97.0 0.1 131.8 
0.005 104.4 05 132.8 
0.01 113.3 10 136.8 
0.05 125.5 


Enzym 2,5 mg. 








Cyankalium Cyankalium 
mg mg 

55.3 58.2 
0,005 613 
0.01 63.2 2 95.8 
0.05 81.9 4 97.3 
0.1 86.6 8 97.3 
05 88.4 16 97.9 
1.0 93.3 32 95.8 


Enzym | mg. 








Cyankalium Cyankalium 
mg meg 
— 19.5 
0.000 01 21.8 0,001 324 
0,000 02 22.2 0,005 37.6 
0,000 1 22.8 0.01 38.6 
0.0.02 23.8 0.05 44.4 
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Enzym 0,5 mg. 








Cyankalium 
mg 


0.0002 
0,001 
0.002 





























Cyankalium Cyankalium 
mg mg 
15.9 _ 13,2 — 13.5 
18.8 0,000 01 14,1 0,000 01 14.1 
23,7 0,000 1 18,8 0,000 02 16.7 
25.3 0,000 2 18,7 0.000 | 15.8 
0,001 20.5 0,000 2 17.9 : 
0,001 19.1 
0,002 21.9 
Enzym 0,5 mg. 
Cyankalium Cyankalium 
mg mg 
9,7 9.9 
0,005 19,1 1,0 23.3 
0.01 19,3 2.0 23.0 
0,05 25,4 4.0 29,8 
0,1 24,6 8.0 27,1 
05 30.6 16.0 36.6 
10 300 32.0 34,2 
Enzym 2,5 mg. 
Cyankalium Phosphatpufferkonzentration 
mg m/15 m 3 
23.9 58,2 
2 53,1 95.8 | 
4 53.9 97.3 
8 54.0 97.3 
Enzym 0,5 mg. 
Cyankalium Phosphatpufferkonzentration 
ing — T m3 
~ 5,8 9.9 
1 21,2 23.3 
2 20.4 23.0 
4 20,9 29.8 
8 20,3 27,1 
16 21,3 30,6 
32 21,3 34,2 
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Versuche mit ungtinstigem py. 


Knzymmenge 1 mg. Pufferung m3. 





Mit 0.05 mg 


Pu Obne Cyankalium Cyankalium 
8.04 78 23.4 
8.04 113 27,2 
8.04 73 2.7 
6,24 14.1 21.8 
6.24 19.5 36.0 


Versuche mit Acetaldeh ydeyanh ydrin. 


Frisches Priparat von Kahlbaum. Enzymmenge Img. Pufferung m/3. 





Cyanhydrin Cyanhydrin 
con com 

27.6 - 28,4 
0,000 1 423 0.000 000 01 32.7 
0.001 43.2 0,000 000 1 31,0 
0.01 42.3 0,000 001 28,9 
0,000 01 40.4 

0.000 | 47.3 ' 





Aus diesen Versuchen folgt: 

1. Schon Dosen von '/j9999 mg bewirken eine absolut und relativ 
betrichtliche Leistungssteigerung der Urease. 

2. Die Steigerung erreicht bei einer bestimmten Menge Cyan. 
kalium ein Maximum. Das Maximum erreicht fiir jede Enzymmenge 
eine bestimmte Hohe. 

3. Die Cyankaliumsteigerung kommt unabhangig von der Pufferung 
und py zustande. 

4. Sehr verdiinnte Lésungen von Acetaldehydeyanhydrin be- 
wirken ebenfalls eine sehr energische Enzymsteigerung. 

Man kann nun natiirlich berechnen, wie groB oder vielmehr wie 
klein der Angriffspunkt ist, der von dem Cyankalium in Anspruch 
genommen wird. Bis zu einem gewissen Grade gibt das wohl auch fiir 
die GréBenordnung des reinen Enzyms einen Anhalt. 

Da jedenfalls das Cyankalium irgendwie am Enzymkomplex 
angreifen muB, so wird man also wohl nicht umhin kénnen, zu behaupten, 
daB sich im Enzymkomplex eine Gruppierung findet, die mit Cyan- 
kalium eine Bindung eingeht, unabhingig davon, ob das Cyankalium 
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eine das KEnzym hemmende Gruppe, wie z. B. ein Metall, auber Gefecht 
setzt oder ob das Cyankalium selbst das Bindeglied zwischen Enzym 
und Substrat bildet. Im zweiten Falle miiBte man annehmen, dab 
in den Enzymanteilen, die an und fiir sich aktiv sind, Gruppen von 
der gleichen Leistungsfihigkeit wie das Cyankalium sind. Da das zur 
Maximalleistung notwendige Cyankalium abhingig von dem Enzym 
ist und mit der Enzymmenge steigt, so ist anzunehmen, daB ein ganz 
bestimmtes Verhiltnie zwivchen bereits aktivem und aktivierbarem 
Enzym vorhanden ist. 
Entweder ist also 
1. EX Cy wirksamer als FX, 
wobei FE der Enzymkomplex, X die cyankaliumbindende Gruppe ist, 
oder £ X ist unwirksam und £Z wird wirksam durch die Umsetzung 
2. EXA-Cy=E+ XCy, 
so daB also durch die Entfernung von X das Enzym (£) aktiv wird. 

Ob das Cyanhydrin als solches wirksam ist oder nur durch Spuren 
Blausiure wirkt, die im Praparat vorhanden sind, laBt sich kaum ent- 
scheiden, da die Blausiure eben in solchen Spuren wirkt, daB man mit 
ihnen als Beimengungen zum Cyanhydrin rechnen muB. 

DaB Acetaldehydeyanhydrin die Ureasewirkung steigert, habe 
dich schon friiher bei Versuchen mit Sojaurease mitgeteilt’). Die neuen 
Versuche zeigen es aber unter denselben py- und Pufferungsverhaltnissen 
fiir die Jackbohnenurease, wie sie bei den iibrigen Versuchen dieser 
Mitteilung innegehalten sind. 

Da Cyankalium auch bei den giinstigsten Pufferungs- und py- 
Verhialtnissen die Urease aktiviert, sind alle Vermutungen, daB Schutz- 
wirkungen in Frage kommen, ohne weiteres hinfillig. 

Diese Resultate, insbesondere die nunmehr quantitativ genauer 
ermittelte groBe Wirksamkeit des Cyankaliums, machen es notwendig. 
die friiheren Ergebnisse der Metallversuche von dem neuen Stand- 
punkt aus zu betrachten. Wir kénnen ja mit Metallen als Modelle 
fiir X operieren und untersuchen, ob die sich im Versuch als not- 
wendig ergebende Metallmenge in der GréBenordnung der fiir X zu 
erwartenden entspricht. Jedoch wird die Frage, ob die aktiven Enzym- 
gruppen dem Schema | oder 2 entsprechen, auch durch die Metall. 
versuche nicht entschieden, denn das Metall kénnte entweder im 
aktiven Enzym die Gruppe beschlagnahmen, welche im Modell der 
Cyankaliumgruppe entspricht (Formel 1), und so das Cyankalium 
dem X des Enzymkomplexes entziehen, oder es kénnte an das Enzym 
als Vertreter von X herantreten und es dadurch inaktivieren (Formel 2). 


') Diese Zeitschr. 85, 358, 1918; 87, 129, 1918. 
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Cysshetien Sublimat 0,1 mg Sublimat 0,91 mg Kein Sublumat 
rag 
7,1] 54 195 
001 65 9,2 38.6 
0.02 54 14.3 
0.05 65 19.7 44.6 
0.1 90 293 
0.2 13.4 36.4 
05 19.6 44.6 
Enzym Img. Cyankalium 0,5 mg. 
Sublimat Sublimat 
mg mg 
41.1 0 05 27.9 
0001 44 6 0.1 20.4 
0.005 41.8 05 92 
0.01 398 





Enzym I| mg. 





Cyankalium 


Sublimat 0,01 mg 


Kein Sublimat 





my 
0 6.0 23.2 
OO 10.3 33.5 
05 376 444 
Enzym | mg. 
Cyankalium - 
Sublimat 0,001 mg Kein Sublimat 
me 
0 22.8 240 
0.01 30.9 34.6 
05 41.8 43.7 


Aus diesen Versuchen, aus deren Zahlen sich allerlei entnehmen 
laBt, sei hier nur folgendes hervorgehoben: 


Schon 0,01 mg Sublimat geniigt, um die Wirkung von | mg Enzym 
auszuschalten. Um die schidigende Wirkung von 0.01 mg Sublimat 
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ganz auszuschalten, sind 0,5 mg Cyankalium notwendig, wovon nur 
der zehnte Teil zur vollkommenen Aktivierung des nicht mit Sublimat 
behandelten Enzyms notwendig ist. Dementsprechend gelingt auch 
mit 0,5 mg Cyankalium die Aktivierung von 1 mg Enzym, das mit 
0.1 mg Sublimat behandelt war, nur sehr unvollkommen. 

Der Versuch, bei dem die Sublimatmenge variiert wurde, entspricht 
durchaus der Sachlage, die sich aus dem ersten Sublimatversuch ergibt. 
Denn es zeigt sich, daB fiir | mg Enzym nur bis 0,01 mg Sublimat die 
vollkommene Aktivierung durch 0,5 mg Cyankalium gelingt. Der 
nichste Versuch zeigt, dab ebenfalls fiir 1 mg Enzym 0,01 mg Cyan- 
kalium gegeniiber 0,01 mg Sublimat nur spurenweisen Effekt erzielt. 
wahrend dieses Cyankalium beim unbehandelten Enzym schon eine 
wesentliche Aktivierung erméglicht. Der letzte Versuch liefert uns 
eine ausreichende Begrenzung nach unten, denn er lehrt, daB 0,001 mg 
Sublimat eine so geringe Giftmenge ist, daB kaum ein Unterschied 
zwischen dem Verhalten und der BeeinfluBbarkeit von Normalenzym 
und Sublimatenzym noch besteht. 

Wir diirfen also annehmen, daB zwischen 0,01 und 0,001 mg 
Sublimat etwa die Quecksilbermenge zu suchen ist, welche in ihrer 
Wirkung der in 1 mg Enzym vorhandenen Hemmungssubstanz ent 
spricht. So erledigen wir einen der unbedingt notwendigen Punkte 
indem wir quantitativ schirfer die Anteile des Enzymkompiexes um- 
grenzen. 


Auf Grund von Uberlegungen, deren Darlegung hier zu weit fiihren 
wiirde, dachte ich daran, ob das Cyankalium als Auxosubstanz der 
Urease durch Diaminosiuren ersetzbar wire. Dab Aminosiauren 
wirksam sind, habe ich schon vor vielen Jahren gezeigt und ist nach 
einigen anfinglichen Einwanden allmahlich auch allseitig anerkannt 
worden. Jetzt ist es mir nun gegliickt, im Histidin eine Diaminoséure 
von so enormer Auswirkung fiir die Jackbohnenurease aufzufinden, daB 
man die Wirkung durchaus nicht mehr durch die Aminosaiurenwirkung 
als solche erkliren kann. 

Ferner konnte ich feststellen, daB zwei auBerdem untersuchte 
Diaminosiuren, das Arginin und das Lysin, quantitativ keineswegs 
an die Wirksamkeit des Histidins heranreichen. Von Interesse ist, 
daB bis zu einem hohen Grade das Histidin durch Hamoglobin, das 
bekanntlich ia seinem Molekiil viel Histidin enthalt, ersetzt werden 
kann. Besonders wichtig ist aber, daB auch Histamin gut wirksam ist, 
daB also offenbar im Histidin der Aminoséurecharakter der Auxo- 
rubstanz nicht ausschlaggebend ist. Es war zwar kaum anzunehmen. 
daB Histidin und Hamoglobin an und fir sich Harnstoff spalten, es 
wurde aber noch durch besondere Versuche sichergestellt. 
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Nachdem wir nun im Cyankalium und andererseits in der Histidin- 
gruppe zwei Typen von besonders wirksamen Auxokérpern besitzen, 
ist zu priifen, ob die beiden Gruppen im Enzymkomplex verschiedene 
Angriffspunkte besitzen. Es ist zu bemerken, daB Histidin und, soweit 
untersucht, die ihm mehr oder weniger nahestehenden Substanzen 
das Cyankalium nicht vollstandig vertreten kénnen. Zuniichst ist 
durch Cyankalium, nachdem Histidin seine Maximalwirkung entfaltet 
hat, noch eine Steigerung der Enzymwirkung méglich. Ferner iibertrifft 
zum mindesten quantitativ das Cyankalium alle Aminosiuren in der 
Fahigkeit, das mit Sublimat vergiftete Enzym zu reaktivieren. Trotzdem 
kénnte auch das hemmende Prinzip im Enzymkomplex, das als Angriffs- 
punkt des Histidins vorausgesetzt werden miiBte, ein Metall sein. Nur 
wiirde man eben das Quecksilber durch ein Metall ersetzen, fiir das die 
Entgiftung durch Cyankalium und Histidin in gleicher Weise méglich 
ist. In besonderen Versuchen, die in ihrer Anordnung an meine friiheren 
Versuche ankniipfen, kann ich zeigen, daB das mit Nickel vergiftete 
Enzym ebenso wie durch Glykokoll auch durch Histidin reaktivierbar 
ist. Dabei wurde iibrigens die bemerkenswerte, noch weiter zu ver- 
folgende Beobachtung gemacht, daB gewisse Nickelsalze fiir die Jack- 
hbohnenurease ganz ungiftig sind. 

Nebenbei sei hier darauf hingewiesen, dai unsere zahlreichen 
Versuche iiber reversible Enzyminaktivierung durch Nickel und Kobalt 
durch die interessanten Mitteilungen von Bertrand nach einer neuen 
Richtung Interesse gewinnen. Wenn Bertrand angibt, dab ein gewisser 
Gehalt der Insulinpriparate an Nickel und Kobalt fiir die Wirkung 
vorteilhaft ist, so wire es méglich, daB das Insulin durch die Metalle 
vor der Zerstérung durch Enzyme geschiitzt wird. Neuerdings wird 
auch behauptet, daB Insulin und Blausiure Gegengifte sind '). 


Trotz aller Erwagungen, die nach einer méglichst weitgehenden 
Vereinheitlichung der Angriffspunkte oder Angriffsarten der Auxo- 
kérper hinzielen, ist es vorliufig doch noch notwendig, mehrere Angriffs- 
punkte anzunehmen. Denn wenn man auch die Histidinwirkung in 
nahe Nachbarschaft zur Cyankaliumwirkung riickt, bleibt immer noch 
abgesehen von anderen Substanzen, auf die ich hier nicht eingehe 
die quantitativ zwar geringere, aber doch bestimmt vorhandene. 
allgemeinere Auxowirkung der Aminosiuren. Dabei kommt es gar 
nicht darauf an, ob es méglich ist, bis zu einem gewissen Grade die 
Aminosaurewirkung als Schutzwirkung aufzufassen. Auch das erspart 
uns nicht die Notwendigkeit, einen Angriffspunkt fiir die Aminosiuren 
anzunehmen. 


1) Anmerkung bei der Korrektur. Bei der Ureaseaktivierung durel: 
Cyankalium fand ich keine Gegenwirkung des Insulins. 
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Histidinversuche. 


Histidinhydrochlorid von Kahlbaum. Enzymmenge 1 mg. 





Histidin 


+ 05mg Cyankalium 

mg 

_ 22.6 42.9 
0, 38.5 45.9 
l 47.0 47,2 
_ 23,6 47.4 
0,1 43,9 46,2 
l 49,9 47.3 
. 21,3 
0.01 25.1 
0,05 32,2 


Vergleich zweier Histidinprdparate. 

Die Praparate verdanke ich der Giite des Herrn C. Neuberg. 

A: |-Histidinmono-HCl (von C. Neuberg dargestellt). 

B: 1-Histidinmono-HCl (kéauflich). 

A 42,1, B 41,4, A und B je 0,5 mg. 

Im gleichen Versuch C 0,5 mg Lysindichlorhydrat (ebenfalls Préparat 
von Prof. Neuberg): 20,7. 

Kontrolle fiir A, B, C = 13,0. 


Arginincarbonat. 


Das Praéparat verdanke ich der Giite des Herrn Geheimrat Kosse/. 








Arginincarbonat Arginincarbonat 
mg mg 
_ 19,2 - —_ 
0,001 20,1 l 27,2 
0,01 21.6 10 39,1 
0.1 25,3 — — 
Argininnitrat. 


A: Pra&éparat von C. Neuberg. 
| B: Praéparat von Hoffmann-La Roche. 
; Kontrolle: 31,6, A: 36,5, B: 34,5. 


Histaminversuche. 


Priparat von Hoffmann-La Roche. 
Kontrolle: 28,1 1 mg Histidin 53,3 1 mg Histamin 47,1 
* 31,3 0,1 ,, Histamin 35,2 0,5 ,, i 45,2 


~ 30,6 1 ,, Histidin 43.8 1 G ob 42,6 
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Hdmoglobinversuche. 


Priparat von Merck. 








21,3 
Histidin 0,01 mg 25,1 
o 0,05 ,, 32,2 


Hamoglobin 0,01 mg 21,9 
” 0,05 ,, 35,4 








Hamoglobin + 0,5 mg Cyankalium 
mg 
nd 16.6 40.3 
05 36.4 ™s 
1 38.1 43.1 
Hamoglobin + 05mg Cyankalium 
mg 
22 5 395 
05 404 41.6 


Reaktivierungsversuche mit Aminosduren. 
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- 195 aa 
00lmg Sublimat .... 43 001mg Sublimat ‘ 
0.01 mg Sublimat + | mg 0.01 mg Sublimat + I mg 
Histidin . .. . er 53 Histidin BR gk ths oe 
Img Histidin ...... 39.9 Img Histidin . . 
0.01 mg Sublimat + 10mg 0.01 mg Sublimat + I mg 
Glykokoll ....... 7.0 Glykokoll : 
10mg Glykokoll .... . 39.5 Img Glykokoll . 


23.2 
5.9 
6.0 

38.5 
57 


99 


amt 


100 ccm einer Ureaselésung werden mit 1 g Nickel ,,Pulver extrafein, 





reduziert von Kahlbaum“ gemischt. Es wird éfters umgeriihrt. Nach 
30 Minuten wird filtriert. 

Normalferment Nickelferment 

— 16.0 — 9.0 
+ 1mg Cyankalium ... 39.1 + 1mg Cyankalium . 26,8 
+1, Glykokoll .... 30.3 +1 ., Glykokoll. 16,1 
+1 Histidin . .... 38.1 +1 Histidin 25,8 


Zusammenfassende Besprechung der Ergebnisse. 


Die Resultate der Versuche iiber die Wirkung von Cyankalium, 
Acetaldehydeyanhydrin und Sublimat werden hier nicht noch einmal 


aufgefiihrt, da sie oben schon formuliert wurden. 


Hier sei nur betont: 


Cyankalium wirkt unter Bedingungen, die nur die Vorstellung zulassen, 
daB das Cyankalium unmittelbar am Enzymkomplex angreift, indem 
es entweder hemmende Faktoren auBer Funktion setzt oder direkt die 
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Enzymwirkung verstarkt. Es laBt sich zeigen, daB fiir eine sehr groBe 
Enzymwirkung bereits eine sehr geringe Substanzmenge, als deren 
Modell ein Metall gelten kann, als Angriffspunkt fiir die Cvankalium- 
wirkung geniigt. 

Auf dem Gebiete der Auxowirkungen der Aminosiiuren konnte 
neu die tiberragende Rolle des Histidins, das sehr weitgehend durch 
Histamin und Hiamoglobin ersetzt werden kann, festgelegt werden 
Arginincarbonat und Lysin sind weniger wirksam, Argininnitrat hat 
kaum eine Wirkung, welche iiber die allgemeine Aminosiurenwirkung 
hinausgeht. 

Nach dem Gesamtbild unserer Beobachtungen kann man zwar 
annehmen, da®B die verschiedenen Verstarkungswirkungen, die hier 
beschrieben worden sind, wesensverwandt sind, also mit Angriffs- 
punkten einander nahestehender Art reagieren. Man ist jedoch vor- 
laufig genétigt, abgesehen von der allgemeinen Aminosaiurewirkung. 
mindestens zwei Typen der Auxokérper, den Cyankalivmtyp und den 
Histidintyp, auseinanderzuhalten. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft, die mir auch 
fiir diese Untersuchungen die Mittel zur Verfiigung gestellt hat, fiihle 
ich mich zu gréBtem Danke verpflichtet. 




















Die Abhingigkeit der Wachstumsgriébe 
von der Quantitat der Ernahrungsfaktoren bei Pilzen. 


(Vorlaufige Mitteilung.) 
Von 
R. Meyer (Nienbiittel). 


(Aus dem Institut fiir Landwirtschaftliche Baktericlogie der Universitat 
, Géttingen.) ' 


(Eingegungen am 2. Dezember 1926.) 


Unter obigem Titel wird demnachst an anderer Stelle) eine ausfiihrliche 
Abhandlung erscheinen, die in gewissem Sinne als eine Fortfiihrung und 
Erginzung zu einer entsprechenden, an dieser Stelle*) erschienenen Arbeit 
von A. Niethammer betrachtet werden kann, obgleich sie unabhaingig davon 
begonnen und ausgefiihrt wurde*). Da sich durch duBere Umstiande das 
Erscheinen noch weiter verzégern wird, méchte ich hier kurz iiber die 
Resultate berichten. Als Untersuchungsobjekt diente Aspergillus niger, 
der in 100-cem-Erlenmeyerkélbchen, beschickt mit je 25 cem Nahrlésung, 
kultiviert wurde. Als Kohlenstoffquelle diente ausnahmslos Rohrzucker ; 
alle anderen Nahrstoffe kamen in anorganischer Form zur Verwendung. 
In der ersten Gruppe der Versuche wurde die Gesamtnahrstoffkonzentration 
gestaffelt; die Ergebnisse sind denen von A. Niethammer ahnlich, sind aber 
mit der Mitscherlichschen Auffassung unvereinbar (Produktgesetz!) Diese 


1) Zeitschr. f. Pflanzenernéhrung und Diingung 1926, Teil A, Bd. VITI, 
Heft 6. 

2) Diese Zeitschr. 165, 168, 1926. 

8) Unter dem Titel: ,,Es ist bei Pilzen oder Bakterien die Abhangigkeit 
der WachstumsgréBe von der Quantitaét der Ernahrungsfaktoren experi- 
mentell festzustellen und mit den an héheren Pflanzen gewonnenen Er 
gebnissen kritisch zu vergleichen**, am 9. Juni 1926 von der Mathem.- 
Naturw. Falkultét der Universitat Géttingen preisgekrént (eingereicht 
am 15. April 1926). 
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Versuche wurden mit nur zwei, alle folgenden mit zehn Parallelen aus- 
gefiihrt. In einer anderen Gruppe von Versuchen wurde die Ammonsulfat- 
konzentration gestaffelt; auch hier wurden systematische Abweichungen 
von den nach Mitscherlich zu erwartenden Resultaten erhalten. Zum Teil 
zeigen die Ertragskurven, wie auch bei den entsprechenden Versuchen von 
A. Niethammer, ein Minimum. In einem weiteren Versuch wurde bei zwei 
verschiedenen Zuckergaben die Natriumnitratkonzentration variiert; auch 
hier sind die Resultate dem Produktgesetz nicht anzupassen. Endlich zeigt 
bei einem Versuch, in welchem der Stickstoff als Carbamid gegeben wurde, 
die Ertragskurve kaum irgend einen Zusammenhang mit der Mitscherlich- 
schen Exponentialkurve. Hieraus schlieBe ich, daB aus diesen Versuchen 
mit Stickstoff die Inkonstanz des Mitscherlichschen Wirkungsfaktors c 
folgt. Da®B A. Niethammer trotz iiberraschend ahnlicher Versuchsergebnisse 
zu einer anderen SchluBfolgerung kommt, liegt meines Erachtens daran, 
daB sie die wesentlichen Kriterien fiir die Giiltigkeit des Mitscherlich schen 
Gesetzes auBer acht lie. Weitere Versuche, in denen die Phosphorséure- 
konzentration gestaffelt wurde, scheinen eine bessere Anpassung an das 
Mitscherlichsche Gesetz zu ergeben; sie bediirfen aber noch einer genaueren 
Nachpriifung. Endlich wurde in einem Versuche die Stickstoff- und 
Phosphorséurekonzentration gleichzeitig variiert, wobei das Verhaltnis 
N: P,O, konstant gehalten wurde. Die unter diesen Bedingungen aus dem 
Produktgesetz flieBenden mathematischen Folgerungen wurden durch das 
Versuchsergebnis nicht bestitigt gefunden. Im zweiten Teil der Arbeit 
wird die Mitscherlichsche Auffassung einer kritischen Betrachtung unter- 
worfen. Es wird auf folgende Punkte hingewiesen. 


a) Das Mitscherlichsche Gesetz erfaBt nicht den absteigenden Teil 
der Ertragskurve'). Die dazu von Mitscherlich angegebene Erweiterung 
seines Gesetzes, in der im Exponenten héhere Glieder hinzugefiigt werden, 
ist physiologisch bedeutungslos und nur eine Potenzreihenentwicklung einer 
empirisch gegebenen Funktion. 

b) Die Anwendbarkeit der Mitscherlichschen Formel auf gewisse 
Vererbungsgesetze ') besagt nichts zu dessen Gunsten; denn das Exponential- 
gesetz ist in den theoretischen (statistischen) Voraussetzungen fiir die 
Vorgange bei der Vererbung implizite enthalten. 


c) Es wird untersucht, ob vier Parallelen, deren sich Mitscherlich 
bei seinen Versuchen bedient, ausreichend sind, um verwertbare Versuchs- 
ergebnisse zu erhalten; es wird dann an Hand eines Versuchs iiber die 
Verteilung der Gewichte nach ihrer Haufigkeit bei Aspergillus niger unter 
Heranziehung statistischer Betrachtungen gezeigt, daB hier, um einiger- 
maBen genaue Streuungsangaben machen zu kénnen, wenigstens zehn 
Parallelen erforderlich sind. 


d) Es wird bei den Mitscherlichschen Versuchen bemiangelt, daB seine 
Ertragskurven durch zu wenig Punkte gestiitzt sind und demnach beim 
Vergleich mit dem Exponentialgesetz zu viel Willkiir zulassen; zumal, da 
er kein eindeutiges Verfahren angibt, die theoretische Kurve festzulegen. 


1) Romell, Uber das Zusammenwirken der Produktionsfaktoren. Eine 
kritische Studie. Jahrb. f. wissenschaftl. Botanik 65, 739, 1926. Dieser 
nimmt hieran auch Anstof, ohne sich dort allerdings auf eine ausfiihrliche 
Kritik einzulassen. 
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Ich gebe ein auf die Methode der kleinsten Quadrate aufgebautes Verfahren 
an'), welches dieser Forderung gerecht wird. 

Zum SchluB der Untersuchung wird dann noch die Unhaltbarkeit der 
Walterschen Auffassung dargelegt ?). 


') H. Niklas und M. Miller, Stellungnahme zum Wirkungsgesetz 
von E. A. Mitscherlich. Forstwissenschaftl. Zentralbl. 48, 390. 1926. Die 
Verfasser stellen in dieser Mitteilung auch die Anwendung eines solchen Ver- 
fahrens auf von Mitscherlich angegebene Versuchsergebnisse in Aussicht. Da 
nun durch die inzwischen beendeten Versuche Rippels (Zur experimentellen 
Widerlegung des Mitscherlich- Bauleschen Wirkungsgesetzes der Wachtums- 
faktoren von A. Rippel, Zeitschr. f. Pflanzenernihrung und Diingung, 
Teil A, 8. Bd., Heft 2) das Mitscherlichsche Gesetz nunmehr auch fii 
héhere Pflanzen als widerlegt anzusehen ist, so diirften damit diese speziell 
fiir das Mitscherlichsche Gesetz ausgearbeiteten Verfahren ihre Bedeutung 
verloren haben. Immerhin ist hierdurch der Methode der kleinsten Quadrate 
auch in biologischem Gebiete noch einmal mit Nachdruck Eingang ver- 
schafft. 

Anmerkung bei der Korrektur. Die inzwischen erschienene ausfiihrliche 
Arbeit von H. Niklas und M. Millar (Forstwissenschaft!. Centralbl. 48): 
,.Begriindung unserer Stellungnahme zum Wirkungsgesetz von FE. A. 
Mitscherlich** andert nichts an obiger Feststellung 

2) H. Walter, Die Naturwissenschaften 12, 27, 1924. 
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Uber den Mechanismus der Blutkérperchensenkung. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wien.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1926.) 


In den vorangehenden Mitteilungen') wurde bereits darauf hin- 
gewiesen, daB die Senkung der roten Blutkérperchen nicht als die 
Resultante der Bewegung (Fallen) eines roten Blutkérperchens auf- 
gefaBt werden kann, daB somit die Stokessche Formel oder Modifikationen 
derselben, wie dies noch haufig geschieht, nicht angewandt werden 
kénnen, sondern daB sich die roten Blutkérperchen gegenseitig in ihrer 
Bewegung beeinflussen miissen. Man kann ja sogar die roten Blut- 
kérperchen im strémenden Blute nicht als eine im Plasma frei bewegliche 
Suspension auffassen, da die Plasmaschichten zwischen denselben so 
diinne sind, daB sie diesen keine freien Drehbewegungen gestatten. Beim 
Studium der verschiedenartigen Typen der Senkungskurven lieB sich 
auch beobachten, daB die Geschwindigkeit des Sinkens hiufig derartig 
variiert, als wiirden Stockungen und Zeiten schnelleren Senkens mit- 
einander abwechseln. 

Beim Uberblicken eines groBen Materials an Senkungsversuchen 
fiel nun auf, daB nicht nur Geschwindigkeitsverinderungen in der 
Senkung vorhanden sind, sondern daB man sogar in Glasréhrchen von 
2mm Durchmesser nicht allzu selten noch Verstopfungen des Lumens 
beobachten kann, deren Zahl mit abnehmendem Durchmesser der 
Réhrchen rasch zunimmt und die in diinnen Kapillarréhrchen die Regel 
bilden, obwohl natiirlich auch deren Durchmesser noch weit iiber dem 
der kleinsten Arterien und Arteriolen liegt. 

In den 2-mm-Réhrchen miissen bereits etwa 40000 rote Blut- 
kérperchen flichenhaft geordnet liegen, um das Lumen verschlieBen 
zu kénnen; diese Zahl ist aber nur eine Minimalzahl, denn diese Ordnung 
ist eben zufolge der geringen Plasmamengen, welche zwischen den roten 
Blutkérperchen liegen, vollkommen auszuschlieBen. 


') Diese Zeitschr. 140, 148, 1923; 144, 146, 146, 168, 1924. 


—— 
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Verschiedene Bedingungen begiinstigen oder hemmen das Zustande- 
kommen dieser Verstopfungen der Réhrchen'). (Es werden im folgenden 
zwecks besseren Vergleichs nur die Versuche mit Réhrchen von 2 mm 
Durchmesser einbezogen. ) 


I. Der Einflu8 der Stellune der Réhrehen auf das Zustandekommen der 
Stockungen. 

Uber den Einflu8 der Winkelstellung der Senkungsréhrchen auf die 
Senkungsgeschwindigkeit wurde in den vorausgehenden Mitteilungen 
ausfiihrlich berichtet. Diese nimmt regelmaBig mit zunehmender 
Schiefstellung der Réhrchen zu und nur ganz selten konnten bei schnell- 
senkenden Blutproben Abweichungen beobachtet werden, die auf 
voriibergehende Verstopfungen der Réhrchen zuriickgefiihrt werden 
kénnen. Da alle unsere Versuche stets nebeneinander in allen vier 
Stellungen (90, 67,5, 45, 22,5°) aufgestellt wurden, kénnen sie dies- 
beziiglich direkt miteinander verglichen werden. 


Tabelle I. 


Stockungen bei den verschiedenen Winkelstellungen. 





s ‘ oo 90° 671/99 ae 

, > =71/.0 | 901/.0 5 u. 5 u. U. | ¢21) 6 7 

Winkel || 90° /674/2° 45° | 22%/2° | 671),0 231/50 | 671/40 7 2nj,0 asé 
i2 221/2° 


Zahl der Fille . 6 21 18 12 4 6 l l 1 l 
< «= Sa 3 8 13 8 In mehreren Réhrchen bei der- 
selben Blutprobe gleichzeitig. 
oe 3 13 5 4 In einem einzigen Réhrchen bei 

einer einzelnen Blutprobe. 


In Tabelle | ist die Zahl der Stockungen in den einzelnen Ebenen 
angegeben, ferner die Zahl jener Faille, in denen in mehreren Réhrchen 
gleichzeitig bei den einzelnen Versuchen diese Erscheinung zu beob- 
achten war. Am hiufigsten kommt sie bei den unter einem Winkel von 
67,5° aufgestellten Réhrchen vor. Dann folgen 45 und 22,5°, und am 
seltensten ist sie bei 90° zu beobachten. 


1) Es liegt uns vollkommen fern, aus diesen Beobachtungen irgend- 
welche weiteren Schliisse auf die Geschehnisse im Blutkreislauf zu ziehen, 
da wir heute die Bedingungen zum Zustandekommen dieser Erscheinungen 
in vitro viel zu wenig kennen und diese auch sehr stark von é4uBeren Faktoren 
beeinfluBt werden kénnen. Aus friiheren Befunden (Senkung der roten 
Blutkérperchen in bewegter Blutséule) und aus direkten mikroskopischen 
Beobachtungen geht hervor, daB der Verstopfung des peripheren GefiB- 
systems durch die roten Blutkérperchen eine wichtige Rolle im Mechanismus 
des peripheren Kreislaufs zukommt. (Siehe L. Berczeller, diese Zeitschr. 
149, 592ff., 1924; Klin. Wochenschr. 1926, Nr. 36.) 
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Von den insgesamt 39 Blutproben, bei denen eine Verstopfung der 
Réhrchen mit segmentierter Senkung beobachtet wurde, zeigen 
25 Proben, also 60 Proz., eine Verstopfung nur in einem Rohrchen. 
wahrend 14 Proben mit insgesamt 32 Einzelbeobachtungen in mehreren 
Roéhbrchen gleichzeitig diese Erscheinung aufwiesen, was auf eine Tendenz 
der betreffenden Proben zur Verklumpung der roten Blutkérperchen 
hinweist. 

Das Maximum bei 67,5" tritt bei Betrachtung jener Fille, bei denen 
diese Erscheinung nur in einem einzigen Réhrchen beobachtet wurde, 
bei denen also die Agglutinationstahigkeit des Blutes weniger im Vorder- 
grund der Wirkung steht, noch schirfer hervor. Sein Zustande- 
kommen kann auf zwei in entgegengesetzter Richtung wirkende Ur- 
sachen zuriickgefiihrt werden: Nimlich einerseits auf die schon in den 
friiheren Mitteilungen herangezogene Erklarung, dab es sich bei der 
Senkung der roten Blutkérperchen um ein getrenntes Strémen von 
Plasma und roten Blutkérperchen plus den von ihnen eingeschlossenen 
Plasmamengen handelt, wobei dieses Aneinandervorbeistrémen der 
strukturierten Phase (Blutkérperchen plus eingeschlossene Plasma- 
schichten) und der fliissigen Phase (Plasma) um so besser vonstatten 
geht, je schiefer die Réhrchen gestellt sind. Je schiefer nun die Réhrchen 
gestellt sind, um so weniger besteht fiir die Klumpen der roten Blut- 
kérperchen die Méglichkeit, das ganze Lumen des Rohres zu_ ver- 
schlieBen. Daher miiBte die Zahl der beobachteten Verstopfungen mit 
der Schiefstellung der Réhrchen abnehmen. Andererseits bedingt die 
Schiefstellung der Réhrchen infolge der erleichterten Trennungs- 
méglichkeit zwischen den beiden Phasen eine stark beschleunigte 
Senkung, die eine bessere Vorbedingung fiir die Verklumpung der 
roten Blutkérperchen und damit fiir eine Verstopfung der Réhrchen 
bildet. Daher beobachten wir diese Erscheinung hiufiger in den schief 
gesteilten Réhrchen als bei vertikaler Stellung, wobei bei letzterer 
noch der Umstand ins Gewicht fallt, daB bei 90° rings an der Wand der 
Réhrehen eine aufwirts gerichtete Plasmastrémung stattfindet, die 
einer Verstopfung des Lumens vorbeugt. 


II. Der EinfluB der Blutart auf das Zustandekommen der Stockungen. 


Aus Tabelle I! geht hervor, daB sich die verschiedenen Blutarten 
diesbeziiglich sehr different verhalten. Denn beim Schweineblut ist 
trotz der sehr groBen Anzahl der Versuche in keinem Falle eine Ver- 
stopfung der Réhrchen zu beobachten, und auch beim schnell senkenden 
Pferdeblut wie beim langsam senkenden Rinder- und Hammelblut 
spielt sie kaum eine Rolle. Dagegen ist sie verhaltnismabig haufig beim 
Kaninchen-, Hunde- und Katzenblut und besonders oft bei Entenblut 
zu beobachten. Die Zahl der Versuche bei Hiihnerblut ist zu gering. als 
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Tabelle 11. 


Gesamtzahl der Senkungsversuche und Stockungen. 
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daB man diesbeziiglich etwas tiber Unterschiede zwischen Sauger- und 
Vogelblut aussagen kénnte. Beim Menschenblut ist die Erscheinung 
seltener zu beobachten als bei den vorhin erwahnten Blutarten, so dab 
die GréBe der roten Blutkérperchen dabei keine Rolle spielen kann. 
Im Nabelschnurblut kommt sie iiberhaupt nicht vor, doch ist die Anzahl 
der Versuche in diesem vielleicht zu gering. 


ILI. Der EinfluB des Gesehlechts auf das Zustandekommen der Stockungen. 


Bei Pferd und Katze kénnen bei Blutproben von mannlichen Tieren 
iiberhaupt keine Verstopfungen der Réhren beobachtet werden und auch 


Tabelle 111. 





Absolute Zahlen Relative Zahlen 
dé Wallach . 4 Wallach 
Pferd 2 0 I len ad Po Sasa 
Mensch Ss 2 M6 's0 
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Hund 5 10 "Ise "Ig0 
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bei Mensch und Ente nur in einer verhaltnismaBig sehr geringen Zahl 
von Fallen. Ofters kommt es bei minnlichem Kaninchenblut vor, 
wenn auch hier die Zahl der Fille beim weiblichen Blut viel gréBer ist. 
Nur beim Hunde konnte in der absoluten Zahl (nicht in der relativen 
Zahl) ein Uberwiegen der mannlichen Blutproben beobachtet werden, 
was aber nur darauf zuriickzufiihren ist, daB beim Hundeblut viel éfter 
Versuche mit minnlichem Blute ausgefiihrt wurden. 


IV. Die Wirkung der gerinnungshemmenden Faktoren auf das Zustande- 
kommen der Stockungen. 


Wie sich aus Tabelle 1 V ergibt, kommt die Verstopfung der Réhrchen 
viel seltener im defibrinierten Blute als in den plasmahaltigen Blut- 
proben mit den verschiedenen gerinnungshemmenden Zusitzen vor. 
Im defibrinierten Blute kam sie nur im Menschenblut, und zwar in 
einem pathologischen Falle vor. Die Art der gerinnungshemmenden 
Zusitze spielt eine gewisse Rolle. Besonders auffallend ist, daB im 
Hirudinblut beim Menschen in drei Fallen von neun die Stockung zu 
beobachten war, wahrend sie beim Katzenblut in 20 Fallen kein einziges 
Mal vorkam. Sogar auf die Gesamtzahl der Fille gerechnet, ist diese 
Zahl als eine sehr hohe zu bezeichnen. 


Tabelle IV. 





Melanin- Hirudin Defibri- P 


| 
Blut: | Citrat Oxalat | Fluorid onusee Pie niest der Fale 


Zahl der Senkungsversuche. 


Re ee 784 360 72 48 - 304 1568 
Mensch ..... 48 372 96 16 9 280 821 
Se 64 132 20 _ 20 60 296 
ES na a te al ie 108 156 16 116 396 
Kaninchen ... . 64 436 28 . 152 680 
ee ees S 36 — — - 12 56 


29 924 3817 


z 


+ 1076 1492 232 
Zahl der Stockungen. 


mee Keb ye Wes 0 l 0 0 — 0 l 
Mensch ..... 0 2 2 1 3 2 10 
ar 2 1 2 _— 0 0 5 
OS tr ne ix th 4 8 l — -- 0 13 
Kaninchen ] 13 0 — _ 0 14 
ie l 3 _ - ~- 0 4 

a s | 3 5 1 3 2 47 


V. Die Wirkung von CO, und 0, auf das Zustandekommen der Stockungen. 

Wie aus Tabelle V ersichtlich ist, ibt die Sattigung mit den ge- 
nannten Gasen gar keinen Einflu8 auf das Zustandekommen der 
Stockungen im 2-mm-Rohr aus. Diese Zusammenstellung kann auch 
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sehr gut als Kontrolle fiir die anderen Beobachtungen dienen, da hier 
die Verhiltniszahlen (Zahl der beobachteten Stockungen dividiert 
durch die Gesamtzahl der verglichenen Fille) sehr konstant sind. 





Tabelle V. 
Blut: Normal Mit CO, Mit O, 
*  (unbeeinfluBt) durchstrémt durchstromt 


Gesamtzahl der so verglichenen 


Ea ea ae et re 1004 552 592 
Zahl der Stockungen (S) .... 35 11 8 
S:@ a ey ee ee 1: 60 1: 60 1:72 

Zusammenfassung. 


Bei der Anstellung von Senkungsversuchen kommt es sogar in 
ziemlich weiten Glasréhrchen (2mm Durchmesser), wenn auch ver- 
haltnismaBig nicht sehr oft, vor, daB diese verstopft werden. Diese 
Erscheinung ist viel éfter bei den schief gestellten Réhrchen zu beob- 
achten, als bei vertikaler Stellung, wobei das Maximum der Fille bei 
67,5° vorkommt. Bestimmte Blutproben neigen besonders zu lieser 
Erscheinung. Die verschiedenen Blutarten zeigen eine ganz verschiedene 
Tendenz zur Verstopfung der Réhren, die weder mit der GréBe der roten 
Blutkérperchen noch mit der Senkungsgeschwindigkeit zusammen. 
hingt. Bei weiblichen Blutproben kommt sie in einer viel gréBeren 
Zahl von Fillen vor als bei Blutproben von mannlichen Tieren. Das 
Defibrinieren des Blutes vermindert seine Neigung, die Réhrehen zu 
verstopfen. Die verschiedenen Plasmaarten verhalten sich diesbeziiglich 
auch different. Siattigung der Blutproben mit O, bzw. CO, beeinfluBbt 
das Auftreten der Verstopfungen nicht. 











Uber Lebensdauer 
und einseitige Ernihrung mit organischen Nahrungsstoffen. 


Von 
L. Berezeller und H. Wastl. 
(Aus dem physiologischen Institut der Wiener Universitat.) 


(Eingegangen am 2. Dezember 1926.) 


Es wurde an anderer Stelle von einem von uns!) gezeigt, dab 
Fettzusatz zu einer alleinigen Stairkenahrung die Lebensdauer der 
weiBen Ratten erhéht. Dieselbe Beobachtung hat Marchand, Professor 
der Chemie an der Universitat Halle, bereits im Jahre 1844 als einen 
eigenen Versuch mit Hunden in seinem Lehrbuch der physiologischen 
Chemie, 8. 3842), beschrieben. Da diese Beobachtung nicht nur ein 
historisches, sondern heute auch ein aktuelles Interesse besitzt und sein 
Lehrbuch sicherlich auch heute nicht mehr so leicht zuginglich sein 
diirfte, soll seine Beschreibung wértlich zitiert werden: 


..Es wurden drei Hunde, deren Kraftigkeit ungefahr gleich war, zuerst 
1 Woche lang gleichmaéBig ernihrt, indem ihnen Milch und Brot gereicht 
wurde. Nach dieser Zeit wurde der eine nur mit Wasser und ganz reinem, 
raffiniertem Zucker gefiittert; der zweite mit gleichen Teilen Zucker und 
Gummi, welche ihm abwechselnd, einen Tag um den anderen, gereicht 
wurden, wihrend der dritte Zucker, Gummi und Olivenél erhielt. Wasser 
wurde ihnen gleichfalls in gleicher Quantitat gegeben. Das Aquivalent der 
Nahrung wurde auf den Kohlenstoff berechnet; alle drei erhielten gleich- 
viel Kohlenstoff. Auch hier wurde darauf geachtet, daB die Hunde sich 
bewegen muBten. Die Hunde befanden sich 12 bis 14 Tage ziemlich wohl, 
obgleich sie schon in dieser Zeit abmagerten, und zwar war die Abmagerung 
bei den beiden ersten ziemlich merklich gréBer, als bei dem dritten. Der 
erste Hund starb am 34. Tage mit beginnenden Geschwiiren auf der Horn- 
haut, der zweite am 36. Tage, gleichfalls mit ahnlichen Affektionen; der 
dritte starb etwa erst am 42. Tage. Dieser Unterschied beweist, daB die 
gemischte Nahrung, insofern sie nur im Zucker und Gummi wechselte, 
fast gar keinen EinfluB hatte, wohl aber, sobald 6) hinzukam. Betrachtet 
man diese Stoffe von der chemischen Seite, so sieht man, daB Zucker und 
Gummi in ihrer Zusammensetzung so iiberaus iibereinstimmen, da8 es 


1) L. Berczeller, diese Zeitschr. 129, 232, 1922. 
2) R.F. Marchand, Lehrb. d. physiol. Chem. Berlin 1844. 45858. 
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sehr erklarlich ist, wie der Wechsel zwischen beiden Substanzen in der Tat 
so gut ist, wie gar kein Wechsel, da8 aber das Ol, als zu einer ganz anderen 
Klasse von Stoffen gehérend, sowohl was Eigenschaften, als auch was 
Zusammensetzung anbetrifft, wohl eine Verschiedenheit hervorrufen kann, 
die wesentlich ist.“ 


Marchand beobachtet bei den zwei nur mit Kohlehydrat ohne Fett 
ernihrten Tieren Xerophthalmie, bei Olivenédlzusatz (kein A-Faktor!) 
scheinbar nicht. 

Besonders beachtenswert ist es nun, daB die quantitativen Daten 
von Marchand) beim Hund eine ganz ausgezeichnete Ubereinstimmung 
mit den Daten bei Ratten?) aufweisen. Mit Starke oder Zucker allein 
ernahrt, leben weiBe Ratten von 90 bis 120g Gewicht (junge Tiere) 
etwa 3 bis 4 Wochen, ausgewachsene Tiere etwa 4 bis 5 Wochen. Ein 
Zusatz von 5 bis 20 Proz. Fett erhéht die Lebensdauer der 90 bis 120 ¢ 
schweren Tiere optimal eben auf die von Marchand beobachtete Lebens- 
dauer von 42 bis 44 Tagen, iiber die hinaus auch erwachsene Ratten 
nicht leben. Es soll auch darauf hingewiesen werden, dali Berczeller 
und Billig*) genau denselben Wert erhielten, wenn erwachsene weibe 
Ratten mit Starke allein ernahrt bei Kérpertemperatur gehalten wurden 
(42 bis 44 Tage). Marchand (|. c.) berichtet 8. 382 auch iiber Versuche 
von Magendie, welche an Hunden mit alleiniger Zuckerfiitterung durch- 
gefiihrt wurden und wobei die Tiere 31 bis 34 Tage, also ebensolange 
wie die erwachsenen Ratten und die Hunde von Marchand lebten. 
Auch Magendie konnte bereits die Xerophthalmie beobachten. Marchand 
weist dabei darauf hin, daB die Lebensdauer der mit Zucker gefiitterten 
Tiere ungefahr ebenso lang ist, wie die der Hungertiere, was tatsichlich 
beim Hunde zutrifft, aber nicht bei der weiBen Ratte, welche bei voll- 
stiindigem Hunger in einigen Tagen eingeht. Dagegen ist die Lebens- 
dauer bei Kohlehydratnahrung und Kohlehydrat plus Fettnahrung 
beim Hund und bei der weiBen Ratte gleich. Ebendort ist angegeben, 
daB Tiedemann und Gmelin bei Gansen etwas kiirzere Lebensdauern 
bei alleiniger Kohlehydratnahrung beobachtet haben (bei Zucker- 
fiitterung 20 Tage, bei Starkefiitterung 24 bis 27 Tage). die unseren 
Werten mit nicht ausgewachsenen Ratten entsprechen. Ganz ahnliche 
Beobachtungen liegen von Kolmer und Schemintzky*) bei Kaulquappen 
vor. Bei alleiniger Starkeernahrung leben auch diese Tiere etwa 6 Wochen. 

Alle diese Beobachtungen zeigen also zusammengefabt, dab dic 
elwa sechswochige Lebensdauer bei Tieren. die allein mit .,.Brenn- 


') R.F. Marchand, |. ¢. 

2) L. Berczeller, |. ¢. 

3) Berczeller und Billig, diese Zeitschr. 189, 1923; Wien. med. Wochen- 
schrift 1926. 

*) Kolmer und Schemintzky, Pfliigers Arch. 1922. 
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material gefiittert sind, eine von der Tierart unabhangige charakteristi- 
sche GréBe zu sein scheint, wobei die zwei groBen Gruppen des Kérper- 
brennmaterials, Kohlehydrate und Fett, sich in ihrer Wirkung erginzen. 

Es wurde bereits in der ersten Mitteilung') darauf hingewiesen, 
daB die mit Kohlehydrat plus Fettnahrung erreichbare héchste Lebens- 
dauer der Tiere in allen jenen Versuchen nicht iiberschritten ist, in denen 
alle organischen und anorganischen Hauptnahrstoffe (Eiweib, Fett. 
Kohlehydrate, Salze ohne .,Vitamine‘‘) dem Tiere geboten werden. 
Dies geht aus dem Vergleich der eigenen Befunde an Ratten, die mit 
..Brennstoffen“ allein ernahrt werden, mit den Versuchen von Funk 
und Macallum*), Osborne und Mendel*) und Harden und Zilva*) hervor. 

In weiteren Versuchen an weiBen Ratten konnten wir nun beob- 
achten, daB insbesonders der Zusatz von reinem Fiwei8 (Casein usw.) 
keine Verldingerung der Lebensdauer der Ratten gegeniiber der Er 
nihrung mit Starke-Fettmischung hervorruft und ebenso nicht ein 
einziger, dem Tiere allein neben reiner Kohlehydrat- plus irgendeiner 
Fettnahrung gebotener Nahrfaktor (Vitamin A, B oder (). Sogar 
die bei langdauernden Ernahrungsversuchen benutzten Salzmischungen®) 
verursachen in den benutzten Mengen eine ausgesprochene Verkiirzung 
der Lebensdauer der Tiere. Auch die Mischung der Nihrstoffe ohne 
die akzessorischen Niahrfaktoren verursacht keine Lebensverlingerung 
gegeniiber den bei Kohlehydrat und Fettmischungen erhaltenen 
Lebensdauern. 

Diese Versuche bestatigen also vollkommen die aus den eigenen 
Befunden im Vergleich mit den Resultaten der zitierten Autoren ge- 
zogenen Schliisse. Sie ergiinzen jene aber insofern, als damit eindeutig 
bewiesen erscheint, daB man die Ernahrung des Tieres nicht in der 
Weise auffassen kann, daB sich der Nahrungsbedarf additiv aus dem 
Bedarf an den einzelnen Nahrungsstoffen zusammensetzt, denn sogar 
die Zufuhr von Eiweif allein bei einseitiger Ernahrung mit ,,Ver- 
brennungsmaterial‘‘ (Kohlehydrat plus Fett) hat auf die Lebensdauer 
der Tiere gar keinen Einflu8. Dies ist deswegen von Interesse, da man 
gewohnt ist, das Hungern mit dem Verlust des ReverveeiweiBes des 
Organismus zu erkliren. 

Bei alleiniger Ernaihrung mit Verbrennungsstoffen ist selbst- 
verstandlich die Zeit, auf welche diese EiweiBverluste ausgedehnt sind, 
viel langer, als wenn dem Tiere jede Nahrung entzogen ist (insbesondere 


1) Diese Zeitschr. 129, 232, 1922. 

*) Funk, und Macallum, Zeitschr. f. phys. Chem. 92, 13, 1914. 

3) Osborne und Mendel, Journ. of biolog. Chem. 39, 39, 1919. 

4) Harden und Zilva, Biochem. Journ. 12, 411. 

5) Z. B. Salzmischung nach Mc Collum und Simmonds, Journ. of biol. 
Chem. 88, 55, 1918. 
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bei den Ratten); dennoch fiihrt eine alleinige EiweiBzusatzfiitterung 
zu keiner Verlangerung der Lebensdauer. Ebenso laBt sich die Lebens- 
dauer der Tiere, die unter reinem, alleinigem Ersatz der Brennstoffe 
ernahrt werden, durch einen einzigen Nahrfaktor nicht verlangern. 

Die Auffassung von einer strengen Trennung und einer darauf 
aufbauenden Bezeichnung als hauptorganische Nahrstoffe und akzessori- 
sche Nihrstoffe ist biologisch nicht zu halten. Eine solche Trennung 
bringt Annahmen mit sich, die mit dem Experiment in direktem 
Widerspruch stehen. Jeder Nahrungsbestandteil wird im lebenden 
Organismus chemischen und physikalisch-chemischen Finfliissen unter- 
worfen. Jeder Nahrungshestandteil iibt aber auch gréfere oder geringere 
aktive Wirkungen auf den Organismus aus, die aber keinesfalls additiv 
sind. Es kommen Synergismen und Antagonismen zwischen den 
Nahrungsbestandteilen ebenso vor wie bei den Arzneimitteln. Beide 
Gruppen der Wirkungen kénnen fiir das Tier niitzlich oder schadlich sein. 

Merkwiirdigerweise ist methodologisch die Synthese der ..optimalen“ 
Nahrung in der Vitaminforschung eigentlich eine Analyse, denn man 
hat von der empirisch gefundenen optimalen Nahrung immer einen 
Nahrungsbestandteil wegzulassen gesucht und so die einzelnen akzessori- 
schen Nahrungsstoffe gefunden. 

In einem komplizierten optimalen Gemisch kann die Wirkung der 
einzelnen Nahrungsbestandteile sehr leicht verdeckt sein, und aus diesem 
Grunde mu diese Forschungsrichtung (Vitaminforschung) dahin 
erginzt werden, die spezifischen Wirkungen der einzelnen natiirlichen 
Nahrungsmittel zu untersuchen. In Erginzung der Untersuchungen 
von Lavoisier liegen diesbeziiglich vom Anfang des vorigen Jahrhunderts 
wertvolle Daten vor, von denen einige hier zitiert wurden. 

Zur niheren Erkenntnis der Probleme der menschlichen Ernahrung 
ist die letztere biologische Forschungsrichtung wichtiger als unsere 
Kenntnisse iiber die Vitamine. Dies mu deswegen betont werden. 
da heute im allgemeinen eine Tendenz besteht, die Resultate der 
Vitaminforschung zu iiberschitzen. 














Uber das Verhalten des Alanins 
und der Brenztraubensiaure in tiberlebender diabetischer Leber. 


Von 


Vilém Laufberger. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Masaryk-Universitaét in Briinn.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1926.) 


Das Verhaiten verschiedener Stoffe in iiberlebender Hundeleber wurde 
hesonders von Embden und seinen Mitarbeitern untersucht. Uberlebende 
Hundeleber bildet Milchséiure, wenn das Material dazu geboten ist, ent- 
weder aus nativem Glykogenlager oder im Falle kiinstlich glykogenfrei 
gemachter Tiere aus folgenden Stoffen: Glykose, Alanin (Embden und 
Kraus) oder Brenztraubensiure (Embden und Oppenheimer). Die Bildung 
von Milchséiure aus Brenztraubensaéiure in iiberlebender Hundeleber ist 
neuerdings auch durch Otani bestatigt worden, indem er Milchséure kri- 
stallinisch isolierte. Die Umformung von Brenztraubenséure ist auch an 
anderen biologischen Objekten nachgewiesen worden, z. B. durch Tomita 
bei der Autolyse oder bei der Bebriitung des Hiihnereies, wobei sich bei 
Zugabe von Alanin keine Vermehrung der Milchséure nachweisen lieB. Es 
steht somit fest, daB die Leber auch ohne Anwesenheit von Zucker aus 
Brenztraubensaure Milchsaure bildet. In diabetischer iiberlebender Hunde- 
leber herrschen aber andere Verhaltnisse. Embden und Isaac haben gezeigt, 
daB diese nicht imstande sind, aus zugegebener Glykolyse Milchséure zu 
bilden. Verfasser hat vor kurzer Zeit die Experimente von Embden und 
Oppenheimer wiederholt und sie bestaétigt gefunden, so daB tatsachlich mit 
seiner Methode sich nachweisen l4Bt, daB normale Leber Milchsaéure bildet, 
nicht aber diabetische. Erweiternd hat er gefunden, daB Zugabe von Insulin 
nicht geniigt, der diabetischen Leber die Fahigkeit zuriickzugeben, aus 
Glykose Milchséure zu bilden. Aber auch wenn die Tiere durch wiederholte 
Behandlung mit Insulin und Glykose glykogenreich gemacht wurden, 
bleibt die Fahigkeit von Milchsaéurebildung erloschen. Demgema8 scheint 
ihm die Fahigkeit der Milchséurebildung unabhangig von der Wirkung 
des Insulins. 
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In dieser Arbeit wurde das Verhalten des Alanins und der Brenz- 
traubensaure an diabetischer, iiberlebender Hundeleber gepriift. Die 
Technik der Durchblutung war prinzipiell dieselbe, wie sie in der ersten 
Mitteilung (Versuche iiber die Insulinwirkung, Zeitschr. f. d. ges. exper. 
Med. 42, 570) beschrieben wurde. Chemisch-analytisch wurde der 
Blutzucker mittels des kolorimetrischen Verfahrens von Folin und 
Wu bestimmt, Aceton nach Messinger-Huppert, Glykogen in Mikro- 
modifikation prinzipiell nach Piliiger, Milchsiure nach Clausen mit 
Permanganattitration und Aminosiiuren nach der kolorimetrischen 
Methode von Folin und Wu. Zugabe von Alanin macht keine Schwierig- 
keiten im chemisch-analytischen Verfahren, wie das vorauszusehen 
war. Dagegen ist bekannt, daB gleichzeitige Bestimmung von Milch- 
siure und Brenztraubensiure ohne vorherige Trennung nicht médglich 
ist. Es hat sich aber gezeigt, daB Zugabe von Brenztraubensiure zum 
Blute keineswegs die Milchsiurebestimmung stért, wenn diese nach 
der Clausenschen Methode durchgefiihrt wird. Brenztraubensiure 
wird naimlich mittels alkalischer Kupfersulfatlésung, welche Lésung 
bekanntlich bei der Clausenschen Methode zur Entfernung von Glykose 
angewandt wird, gefalit, so daB zur quantitativen Milchsaure- 
bestimmung neben Brenztraubensiure das Verfahren von Clausen 
sehr geeignet ist und die altere miihsame Trennung der beiden Sauren 
durch Extraktion und Isolierung nach Embden iibertrifft (siehe dazu 
Abderhaldens Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Ab. 1, Teil V1). Dagegen 
hat sich mir und meinem Assistenten, Ing. Drahovzal, der einen Teil 
der Analysen durchgefiihrt hat, keine der angegebenen Methoden 
zur Bestimmung der Brenztraubensaiure (nach Simon und Piauz, 
Simon und Aubel oder Reduktion mittels Zink und nachher Clausensche 
Mikromethode) bei kleinen Mengen von Blut als geniigend quantitativ 
erwiesen. Auch mannigfaltige Versuche, die hohe Reaktivitat der 
Brenztraubensiure zum analytischen Verfahren zu benutzen, sind 
erfolglos geblieben, so daB von einer quantitativen Bestimmung von 
Brenztraubensaure Abstand genommen werden muBte. 

Aus den Daten der sechs Versuche geht deutlich hervor, dab Zugabe 
von dl-Alanin oder Brenztraubensiure zur Durchblutungsfliissigkeit 
der pankreasdiabetischen Hundeleber nicht zur Bildung der Milchsaure 
fiihrt, wie das der Fall bei normaler iiberlebender Hundeleber ist. 
Damit ist die alleinstehende Tatsache, daB diabetische Leber aus 
tlvkose Milchsiure nicht bilden kann, erweitert. 

Daneben war in drei Versuchen auch beobachtet worden, dab 
Alanin, wenn es der Durchblutungsfliissigkeit zugegeben ist, rasch 
verschwindet und sich in der Leber schon in den ersten Minuten des 
Versuchs anhauft. Das geht mit Sicherheit daraus hervor, dab die 
Analyse des Blutes, durchgefiihrt sofort nach Durchmischen des Blutes 
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mit Alaninlésung, ohne in den Durchblutungsapparat eingegossen 
worden zu sein, die berechnete Menge nachgewiesen hat; dagegen sind 
die Werte fiir Blut nach 10 Minuten langer Zirkulation erheblich kleiner. 
Das steht im Einklang mit Rosenbaum, der das rasche Verschwinden 
der Aminosiuren aus dem Blute am ganzen Tiere bei Injektion von 
Aminosiuren beobachtete. Auch die iiberlebende Leber saugt die 
im Blute zirkulierenden Aminoséuren rasch auf. Beim Zucker ist das 
Verhalten anders, wie frihere Versuche gezeigt haben. So bildet die 
letzte Beobachtung eine neuerliche Erweiterung der Embdenschen 
Befunde, wo die Konzentration des Alanins nicht bestimmt worden war. 


Drittens sind die in diesen Versuchen beobachteten Acetonwerte 
ganz niedrig. Es sind zwar die Acetonwerte in iiberlebender Hunde- 
leber wegen einer Reihe von Umstanden nur mit groBer Vorsicht zu 
beurteilen, die zum Teil sicher auch von der Methodik abhingen, aber 
trotzdem kommt die ketogene Fiahigkeit der diabetischen Hundeleber 
zur Erscheinung. Wenn sie ausgeblieben ist, heiBt das, da Alanin 
und Brenztraubensiure ihre antiketogenen Eigenschaften auch in diesem 
Falle beibehalten haben. Das ist ein Zeichen dafiir, daB beide Sub- 
stanzen auch in den intermediaren Stoffwechsel von pankreasdiabetischer 
Leber eingreifen, aber bei ihrer Zersetzung einen anderen Weg ein- 
schlagen als zur Bildung von Milchsaure. 


Es eriibrigt sich, auf die Bedeutung des intermediiren Stoffwechsels 
von Brenztraubensiure und Alanin hier einzugehen, da das von 
autoritativer Seite durch C. Newberg und Gottschalk im Handbuch der 
Biochemie vor kurzem geschehen ist. Es soll aber mit Nachdruck 
betont werden, besonders fiir die Deutung der Insulinwirkung, daS 
der intermediire Stoffwechsel der diabetischen Leber von dem der 
normalen sehr verschieden ist, wie aus meinen vorherigen und auch 
aus diesen Versuchen klar zu ersehen ist. 


1. In iiberlebender diabetischer Hundeleber wandeln sich zu- 
gesetztes dl-Alanin und Brenztraubensiiure nicht in Milchsiure um, 
wie das der Fall bei normaler Leber ist. 


2. Bei dieser Versuchsanordnung zeigen beide Substanzen anti 
ketogene Wirkung. 

3. Der Durchblutungsfliissigkeit zugesetztes Alanin ist in wenigen 
Minuten vom Leberparenchym resorbiert. 


4. Milchsaéure neben Brenztraubensiure kann mit Vorteil mittels 
Clausenscher Methode bestimmt werden. 
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Uber die Cytolyse der Gewebszellen. 
Von 
Vilém Laufberger. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Masaryk-Universitét in Briinn.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1926.) 


Gelegentlich der Untersuchungen iiber den Mechanismus der 
cytolytischen Reaktion der Krebszellen mittels Normalserums, welche 
bekanntlich vor mehreren Jahren durch Freund und Kaminer und 
durch C. Newberg entdeckt wurde, stieBen wir auf die Notwendigkeit, 
die Cytolyse der Krebszellen mit der von Normalzellen zu vergleichen. 
Dabei hat sich gezeigt, daB die Cytolyse der normalen Gewebszellen 
nicht bekannt ist bzw. sich nicht experimentell erreichen li8t. Wohl 
ist aber die Hamolyse, Bakteriolyse und Autolyse in zablreichen Arbeiten 
behandelt worden. 

Die Bestandigkeit der Gewebszellen ist verwunderlich groB. Wenn 
man sich eine Suspension von Gewebszellen bereitet, in welcher die 
Zellen isoliert sind, also losgelést aus Gewebsverbindung, aber mit 
erhaltener cytologischer Strukiur, halt sich diese je nach der Jahreszeit 
bis mehrere Wochen lang. Der Suspension mu8 0,3 proz. Trikresol 
zur Verhiitung des Faulnisprozesses zugesetzt werden. Erst nach 
dieser Zeit kommt es zur allmahlichen spontanen Auflésung der Zellen 
infolge der Autolyse. Ganze Gewebe, wenn unter aseptischen Kautelen 
aufbewahrt, zeigen dasselbe Verhalten. wie es die Erfahrungen des 
taglichen Lebens lehren. 

Die Erscheinung der Cytolyse l46t sich unter dem Mikroskop gut 
beobachten. In frischer Suspension sind die Zellen in allen Details 
ihrer cytologischen Struktur schén sichtbar. Nachdem sich die Zellen 
gelést haben, sehen wir im Mikroskop entweder gar nichts oder nur 
Zellreste in Form von sogenanntem Detritus. Diese Erscheinung kann 
man in der Zahlkammer, die zur Zahlung der roten Blutkérperchen 
benutzt wird, quantitativ verfolgen. Wir haben nun gefunden, dab 
man die Cytolyse der Normalzellen experimentell immer erzeugen 
kann, wenn man die Zellen mit verdiinnter Cyankaliumlésung vermischt. 
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Die Technik ist folgende: Aus der menschlichen Leiche wird eine Niere 
genommen und mit einem gewéhnlichen Messer fein geschabt. (Die Ver- 
wendung der Fleischhackmaschine ist nicht so ékonomisch.) Dann wird 
das zerkleinerte Organ durch feste Leinwand gepreBt, verdiinnt mit 
0,6proz. Kochsalzlésung. Durch die Leinwand dringen nur isolierte Zellen, 
welche dann wiederholt zentrifugiert und mit genannter Kochsalzlésung 
gewaschen werden, bis die dariiberstehende Fliissigkeit nicht mehr rot 
gefairbt ist. Dann wird zur Erreichung der 0,3 proz. Konzentration Trikresol 
zugesetzt. Die Suspension wird dann mit Kochsalzlésung so weit verdiinnt, 
da8 ihre Zahlung in der Zéhikammer von Sahli oder einer anderen bequem 
mdéglich ist. In kleinen Reagenzglasern wird die verdiinnte Zellsuspension 
mit der betreffenden Untersuchungsfliissigkeit gemischt und nach der 
Auszaéhlung 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehengelassen, bis ie 
zweite Zahlung durchgefiihrt wird. 


Die Zellen kénnen nun entweder alle gelést werden oder nur zum 
Teil, was wir in Prozenten ausdriicken. Der Ausfall haingt sehr von 
den einzelnen Zellemulsionen ab; die eine lést sich mehr, die andere 
weniger. Ein in dieser Weise durchgefiihrter Versuch zeigt, daB 4 Proz. 
Cyankalium nach 24 Stunden durchschnittlich 60 bis 100 Proz. der 
Zellsuspension lést. Bei langerem Verweilen der Zellen in der unter- 
suchten Lésung schreitet die Cytolyse nicht mehr oder nur ein wenig 
fort. Wenn man statt bei Zimmertemperatur den Versuch im Thermostat 
durchfiihrt, ist die Cytolyse auch nicht bedeutend héher. MaBgebend 
ist die Konzentration der Blausiure. Auch |, bis 10 proz. Konzentration 
lést die Zellen, und zwar manchmal etwas besser als die halbprozentige 
Lésung; das hingt von der Zubereitung der Zellsuspension, von der 
Qualitét des Blausiurepriparats, hauptsichlich aber von der Natur 
der Zellen ab. Im Durchschnitt ist aber die Konzentration von 1, bis 
2 Proz. die beste. 


Carcinomzellen werden durch Blausaéure nicht zerstért, ebenso 
nicht die Backerhefe und einige untersuchte Bakterien, Embryonalzellen 
werden dagegen gelést. 


Auch lést die Blausiure verschiedene Gewebszellen: Leber-, 
Nieren-, Pankreas-, Gehirnzellen. Systematische Untersuchungen mit 
Riicksicht auf verschiedene Strukturfestigkeit mittels dieser Reaktion 
werden spiter mitgeteilt werden. 


Die beobachtete Erscheinung ist nun aber nicht eine einfache 
Zerstérung der Zellen. Um den Grund hierfiir zu erforschen, haben 
wir eine Reihe von Substanzen untersucht. Zuerst konnte es sich bei 
dieser Erscheinung um Quellung oder Entquellung der Zellen handeln. 
Destilliertes Wasser, hypertonische und hypotonische Kochsalzlésungen 
lésen die Zellen nicht. Weiter wurden verschiedene Sauren untersucht, 
und zwar in der Konzentration, bei welcher sie maximale Quellung 
herbeifiihren. Betreffende Daten sind der Arbeit von Kuhn entnommen. 
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Es wurden untersucht: 0.3 n Ameisensiure, 0,04n Oxalsiure, 0,08 n 
Weinsaure, 0,02 n Maleinsiure. 

Nachdem wurden Narkotica untersucht: Chloroform, Ather, 
Petrolither, konzentrierter Athylalkohol, Methylalkohol, Amylalkohol 
lésen nicht. Nur Aceton in konzentrierter Lésung list die Suspension auf 

Die Wirkung der Salze hat sich als negativ erwiesen; es wurden 
untersucht: Natriumchlorid, Calciumchlorid, Kaliumchlorid, Natrium- 
sulfat, Kupfersulfat, Bariumchlorid, Nickelchlorid, Lithiumchlorid, 
Natriumbicarbonat, Natriumcarbonat, Natriumnitrit, Kaliumrhodanid. 
Ferricyanid. 

Verschiedene Gifte: Adrenalin, Saponin, Atoxyl, Sublimat, Chinin. 
Arsensaure. 

Verschiedene Stoffe: Glykose, Glykolsiure, Brenztraubensiiure. 
Collargol. Alle Stoffe sind unwirksam. 

Starke Sauren: Konzentrierte Salpetersiure, 20proz. Phosphor- 
saure, 20proz. Schwefelsiure sind unwirksam. Salzsiure bis 1 Proz. 
ist unwirksam, dann wirksam. 

Laugen: n/10 Laugen sind wenig wirksam oder unwirksam, normale 
Laugen lésen die Zellen. Aus der Zahl von iiber 50 Substanzen haben 
sich als unspezifisch lésend erwiesen nur starke Laugen und Sauren 
und Aceton. 

Pepsin und Trypsin lésen die Zellen auch. Man sieht also, dab 
die Gewebszellen verhiltnismaBig sehr feste Struktur besitzen, und 
da8 es nur durch besondere MaBnahmen gelingt, sie zu lésen. Das 
ist auch begreiflich, sonst wire die Cytolyse der Gewebszellen nicht 
unbekannt geblieben. 

Aus dem Gesagten sieht man, daB es sich um eine spezifische 
Reaktion handelt, bei der eine gewisse chemische Substanz auf tierische 
normale, nicht aber auf carcinomatése Gewebszellen cytolytisch wirkt. 
Es ist mir nun der Gedanke gekommen, ob die eigentiimliche Eigenschaft 
der Blausiure nicht vielleicht mit ihrer hohen Dielektrizitétskonstante 
in Zusammenhang steht. Nach Landolt-Bérnsteins Tabellen hat Cyan- 
wasserstoff etwa die Dielektrzitaitskonstante 95. Die des Wassers ist 
bekanntlich 81. Nur Cyanwasserstoff und Formamid haben eine héhere 
DK als Wasser. Es ist nun bekannt, daB, je héher die DK, desto héher 
die Dissoziation. Auf die groBe Bedeutung der DK fiir biologische 
Fragen haben besonders R. Keller, Reinhold Fiirth und Hafner auf- 
merksam gemacht. Aus den Untersuchungen Fiirths ist bekannt, dab 
tierische } liissigkeiten und Organe eine besonders hohe Dielektrizitats- 
konstante besitzen. Man konnte sich nun vorstellen, da® die Struktur 
der Zellen nur in einem Medium baltbar ist, dessen DK nicht viel die 
des Wassers iiberschreitet. Von dieser Arbeitslypothese gefiihrt, h: be 
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ich Formamid in der Konzentration von 0,2 bis 1,0 Proz. untersucht 
und gefunden, da auch dieser Stoff die Zellen zerstért. Die lytische 
Kraft des Formamids ist etwas kleiner und betrigt etwa 40 bis 55 Proz. 
der suspendierten Zellen. Die Dielektrizititskonstante von Formamid 
ist > 84. Die Frage ist aber nicht beantwortet, da wir die wirkliche 
DK der von uns benutzten Konzentration nicht kennen. Man wird 
aber kaum fehlgehen, wenn man voraussetzt, daB die DK des gelésten 
Cyankaliums und Formamids héher sein wird als die DK des Wassers, 
da beim Vermischen zweier Stoffe mit verschiedener DK die Mischung 
eine DK hat, welche sich nach der gewéhnlichen oder nach der logarithmi- 
schen Mischungsregel richtet. 


Nun hat aber Reinhold Fiirth mittels der zweiten Drudeschen 


Methode verschiedene Konzentrationen vom Saccharin untersucht und 
dabei folgende Zahlen gefunden: 





| 
no. Dielektrizitats- 
konstante 

Proz. 
1/19 84.0 
1/, 895 
*/s 86.0 

1 77,0 

2 72,5 


Man sieht also, daB ',proz. Konzentration von Saccharin die 
héchste DK hat und die von Wasser iiberschreitet. 


Der angestellte Versuch mit verschiedener Saccharinkonzentration 
hat gezeigt, daB in ',proz. Konzentration menschliche Nierenzellen 
tatsichlich von 37 bis zu 45 Proz. gelést werden. Saccharin hat gewirkt 
nur in der Konzentration, bei welcher die DK héher als die des Wassers 
ist (beim Erwarmen steigt die DK des Wassers), dagegen haben Cyan- 
kalium und Formamid in allen nicht zu konzentrierten Lésungen ihre 
Lésungskraft gezeigt und wir setzen auch voraus, daB die DK in simt- 
lichen Konzentrationen dieser beiden Stoffe die DK des Wassers iiber- 
schreitet. Dadurch laBt sich ein gewisser Zusammenhang mit der DK 
nicht leugnen, besonders wenn man bedenkt, daB nur ganz starke 
Laugen und Sauren imstande sind, Zellen zu zerstéren, und daB die 
drei Substanzen alle wenigstens unter bestimmten Bedingungen eine 
Dielektrizitatskonstante besitzen, die héher ist als die des Wassers. 


Weitere Untersuchungen, die den Mechanismus der hier entdeckten 
Cytolyse der Normalzellen aufkliren sollen, sind teilweise beendigt, 
teilweise noch im Gange, woriiber spiter berichtet werden soll (siehe 
dazw folgende Mitteilang von F. Hora). 











Cytolyse der Gewebszellen. 


Zusammenfassung. 


Wenn man eine Suspension von normalen Gewebszellen mit ver- 
diinntem Cyankalium oder Formamid oder ', proz. Saccharin vermischt 
und 24 Stunden bei Zimmertemperatur stehen lat, werden die Zellen 
zum gréBten Teil cytolysiert. 


2s wird auf den Zusammenhang dieser Erscheinung mit erhéhter 
Dielektrizitatskonstante aufmerksam gemacht. 
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Uber die Bedingungen’ der Gewebscytolyse. 


Von 


Franz Hora. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
Masaryk-Universitaét in Briinn.) 


(Eingegangen am 5. Dezember 1926.) 


Mit 19 Abbildungen im Text. 


Wie aus vorstehender Mitteilung von Laufberger zu ersehen ist, 
lost KCN, Formamid und Saccharin Zellen von menschlichen Organen, 
die nach der Methode von Freund-Kaminer prapariert wurden. 

Die lésende Wirkung der genannten Stoffe ist an folgende drei 
Bedingungen gebunden: es muB eine bestimmte Konzentration, ein 
passendes Medium und eine richtige Zellemulsion dazu gewahlt werden. 

Die lytischen Stoffe selbst wirken nur bei bestimmter Konzentration 
und die Auflésung der Zellen geht nicht mit steigender Konzentration 
der lytischen Stoffe parallel, sondern die lytische Kurve zeigt Maxima 
und Minima. Diese Schwankungsdifferenzen bewegen sich nicht in 
den Grenzen von einigen Prozenten, sondern der Stoff — z. B. KCN, 
welcher in 0,5proz. Konzentration die Zellen mit 100 Proz. auflést — 
ist bei 4proz. Konzentration, also einer viel héheren, unwirksam oder 
fast unwirksam. Siehe die Kurve der Auflésung der Zellen bei steigender 
Konzentration der lytischen Stoffe und auch die dazugehérige Tabelle. 
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Abb. 1. 
Die lytische Kurve des KCN in Konzentrationen von 1 bis 25 Proz. 
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Tabelle I. 
Auflésung der Zellen mit 1- bis 25proz. KCN. 
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| | 
| Lysis || Mittel 





€ i Ton | , be ~ ql Lysis 2 1 ~% Lysis Py ~ 3 
lropten Proz. Proz. Proz. Proz. | 
] l 70 43 30 41 2 28 * 58 
l 2 53 30 45 30 45 30 45 
] 4 5b 46 7 45 14 4! 26 

l 5 53 51 4 5** “ 47 11.2 
l 6 49 34 31 28 * 43 28 43 
l 7 47 47 “ 51** “ 45 4 
l S 72 58 195 51 28 44 40 
] 53 37 30 42 20.5 41 22 
l 10 57 45 205 656i 1} 53 9 
l 15 51 40 22 41 20 7 28 
1 a” 45 49 “ 46 4 46 “ 
l 25 5! 51 “ dl 0 45 ll 
da oo sn eS tits } auch histologisch nachweisbar 
Tabelle 11. 
0,25- bis 10proz. KCN. Nierenzellen. 
Zellemulsion 5 Tropfen KCN Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Proz. Proz. 
1 0.25 42 21 50 
l 05 39 2 % 
1 1 42 47 
1 2 24 10 5s 
1 3 28 12 62 
1 4 1s 24 “ 
1 5 34 28 7 
l 10 39 24 38.5 
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Abb. 2. 
Die lytische Kurve des KCN in Konzentrationen von 0,25 bis 10 Proz. 
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232 F. Hora: 
Tabelle III. 
Auflésung der Zellen mit 0,25-, 0,5- ... 100proz. Formamid. 
Zell- 5 Tropfen 
emulsion eons 2 ty Lysis Py a Lysis Mittel 
Tropfen Proz. Proz. Proz. Proz 
1 0.25 34 27 » | 3 | sg 25 
| 05 31 30 2 33 “ 1 
l l 46 37 20 30 35 26.5 
l 2 41 27 34 30 27 30.5 
l 3 40 25 38 28 30 34 
I 4 41 31 24 32 20 22 
l 5 42 19 55 23 45 5O 
l 6 37 22 42 24 35 38.5 
l 7 47 35 26- 37 23 24.5 
1 S 41 28 32 24 37 34.5 
I 9 52 25 52 27 48 5O 
l 10 43 24 45 23 35 40 
l 15 37 25 31 27 27 29 
| 25 42 35 16 33 20 18 
I 5O 43 44 7] 44 7] ” 
l 100 58 60 a 61 | 7] ” 


Die lytische Kurve des Formamids in Konzentrationen von 0,25 bis 100 Proz. 
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Abb. 3. 
0,05- bis 0,25proz. Saccharin. Nierenzellen. 
Zellemulsion os a | 0,6proz. NaCl Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen Tropfen Tropfen Proz. 
l l 5 35 19 48 
1 3 3 52 21 52 
l 5 “ 52 30 38 
0,25- bis 0,5proz. Saccharin. Nierenzellen. 
P . 0,5 proz. } , 
Zellemulsion Seccharin | 0,6proz. NaCl | Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropfen Tropfen } Proz. 
l 3 3 68 32 52 
I 6 50 49 “ 
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0,2proz. KCN. Nierenzellen. 





Zellemulsion | Iproz. KCN | 0,6proz. NaCl Nach 24 Stdn. Lysis 


Tropten Tropfen Tropfen Proz. 
1 1 5 42 16 69 


0,5proz. KCN. Nierenzellen. 





Zellemulsion Iproz. KCN — 0,6proz. NaCl Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropfen Tropfen Proz 
1 3 3 53 l 98 


Da muB gleich gesagt werden, daB viel von der Zellemulsion abhangt. 
Trotzdem ich mit denselben Organen arbeitete, im Anfang waren es 
die Leberzellen, spiter und meistens die Nierenzellen, war die Auf- 
lésung der Zellen nicht gleich. Erstens erreichte die Lysis die 100 proz. 
Hohe nur manchmal; am meisten schwankte sie zwischen 40 bis 80 Proz. 
Dann waren auch die Minima und Maxima der Lysis bei derselben 
Konzentration der lytischen Stoffe nicht an derselben Stelle (siehe 
die Tabellen I und 11). Weil aber trotzdem die Unterschiede der Zellen- 
lyse bei Zellen derselben Organe nicht so groB waren, verschob ich die 
Frage, wie die einzelnen Organe in der Auflésung mit KC N, Formamid 
und Saccharin sich voneinander unterscheiden auf spitere Zeit und 
wandte meine Aufmerksamkeit darauf, wie das Medium auf die lytische 
Kraft von KCN und Formamid wirkt. 

Zuerst habe ich mich iiberzeugt, ob ein Unterschied besteht, wenn 
KCN in destilliertem Wasser oder physiologischer Lésung wirkt. Es 
hat sich gezeigt, daB KCN in physiologischer Lésung viel schwicher 
wirkt. Aber man kann auch sagen, daB in physiologischer Lésung KC N 
héher konzentriert sein muB8, um wirksam zu werden. 0,05proz. KC N- 
Lésung wirkt in destilliertem Wasser mit 52 Proz., in 0,6proz. NaCl 
ist dieselbe KC N-Lésung fast unwirksam (2 bis 4 Proz., Tabellen 1V 


Tabelle 1V. 
Auflésung der Zellen mit 0,05- bis 2proz. KCN in H,O. 





Zellemulsion 1 Tropfen KCN H,O Nach 24 Stdp. Lysis 
Tropfen | Proz. Tropfen Proz. 

] 0.25 5 45 22 52 

1 05 5 34 12 tid 

1 1 5 26 I 7 

1 2 5 36 2 93 

1 3 5 25 “ 100 

l ay 5 25 “ 100 

] 5 5 36 l bi) 

] 10 5 26 2 93 
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Lysis Yo 





4 7 
Honzertration des ACN 


Abb. 4. 
Lytische Kurve des KCN in Konzentrationen von 0,05 bis 2 Proz. 
in destilliertem Wasser. 


Tabelle V. 
Auflésung der Zellen mit 0,05- bis 2proz. KCN in physiologischer Lésung. 





| 
Zellemulsion 1TropfenKCN | 0,6proz NaCl 

















| Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen Proz. Tropfen | Proz 
1 0.25 5 30 30 a 
1 05 5 22 Agglutination + 
| l 5 49 - — 
] 2 5 40 1 97 
1 3 5 35 “ 100 
l 4 5 29 4 90 
| 5 5 35 2 94 
I 10 5 20 3 90 
alt Y ome 
/ —_ 
80 +44 t + + — 
| Ni | 
9? r+ +— } + - -_ 
= 1) 
gr) ! rN } niu = 
. F 4 } 4 4 4 ———————— 
cael 
thers GY G6 GB 7 % 2 





Konzerrtration des ACN 
Abb. 5. 
Lytische Kurve des KCN in Konzentrationen von 0,05 bis 2 Proz. 


und V). Diese Tatsache konnte nur so erkldrt werden, dab Zugabe des 
0,6proz. NaCl zum Wasser die lytische Wirkung des KCN hemmt. 
Ich habe nunmehr erwartet, daB Zugabe verschiedener Stoffe auch 
verschiedenen Einflu8 auf die Wirksamkeit des KCN haben wird. 
Ich habe also zu dem optimal wirkenden KCN solche Stoffe zugegeben, 
von denen ich mich friiher iiberzeugt hatte, daB sie die Zellen nicht 
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lésen. Da zeigte sich eine interessante Tatsache, dab Zugabe von 
indifferenten Stoffen die auflésende Wirksamkeit des KCN hemmt. 


wie aus folgenden Tabellen zu ersehen ist. 


Oxalsaiure. KCN. Nierenzellen. 








Zellemulsion . - "ee 0,6proz.NaCl lproz. KCN Nach 24 Stdn Lysis 
Tropfen Tropfen Tropfen Tropten Proz 
l ] 5 l 40 38 7] 
l l l 5 24 26 7] 
Glykose. KCN. Nierenzellen. 
P : 1 proz. —— 
Zellemulsion Glykose 9. proz. NaCl lIproz.KCN Nach 24 Stdn Lysis 
lropfen Tropten Tropfen Tropten Proz. 
l l 5 1 31 33 “ 
l 1 | 5 30 23 “ 


CHCl. KCN. Nierenzellen. 





Zellemulsion 1 proz.CHCl, 0,6proz.NaCl 1lproz.KCN 


Nach 24 Std. 


Nach 48 Stdn. 











Tropten Tropfen Tropfen Tropfen 
l 1 5 l 44 40 39 
1 ] | 5 26 26 29 
Ac. arsenicum. KCN. Nierenzellen. 
Zellemulsion Ac. arsenic. 06proz.NaCl lproz.KCN Nach 24 Stdn Lysis 
Tropfen Tropten Tropten Tropten Proz. 
| l 5 ] 20 21 “ 
l l l 5 17 18 "7 
Sublimat. KCN. Nierenzellen. 
Zellemulsion ai. 0,6 proz. NaCl) 1 proz. KCN Nach 24 Stdn Lysis 
lropten Tropten Tropfen Tropten Proz. 
l 1 5 ] 29 28 “ 
1 1 1 5 23 24 7] 
Adrenalin. KCN. Nierenzellen. 
1 \ ‘ 
Zellemulsion Advenatin 0.6proz.NaCl | proz. KCN Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropten Tropfen Tropten Proz. 
l 1 5 l 42 43 ” 
I l 1 5 41 40 “ 
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Rhodanid. KCN. Nierenzellen. 
. , 1 proz. _ , 
Zellemulsion Rhodanid (%6proz.NaCl) Iproz KCN Nach 24 Stdn Lysis 
Tropten Tropfen Tropfen TroPfen Proz. 
1 ] 5 1 41 40 " 
l l l 5 39 41 ” 
Bernsteinsiure. KCN. Nierenzellen. 
, | ao | ae 
Zellemulsion | Bernsteinsaure| 9. proz. NaCl) 1 proz. KCN Nach 24 Stdn Lysis 
Tropfen Tropten | Tropfen Tropten Proz. 
1 5 0 1 46 43 6 
l l 5 l 33 36 “ 
NaCl. KCN. Nierenzellen. 
Zellemulsion | 1 proz. NaCl | Iproz. KCN Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen Tropten Tropten Proz. 
l 5 ] _ 57 23 58 
l 5 “ 5 52 
Bernsteinsiure. KCN. Nierenzellen 
, n/20 _ : 
Zellemulsion Bernsteinsaure 0-OPtOz. NaCl 1 proz. KCN Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropfen Tropten Tropfen Proz 
1 5 7) | 43 38 12 
l l 5 l 38  Agglutination Agglutination 
Kontrollen. 
Zellemulsion 0,6proz. NaCl Iproz.KCN Nach 24 Stdn Lysis 
Tropten Tropfen Tropfen Proz. 
1 — 5 1 34 7 75 
l - 5 0 30 33 - 
Bernsteinséure. KCN. Nierenzellen. 
. n/50 | . _ : 
Zellemul teinsdure, 9:6 proz. NaC! lIproz.K CN Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen | Tropfen Tropfen Tropfen Proz. 
l 5 7] 1 33 21 37 
l l 5 1 56 ” 1 


Diesen hemmenden EinfluB auf Il proz. KCN (nach Verdiinnung 
mit 5 Tropfen 0,6proz. NaCl und 1 Tropfen der indifferenten Stoffe 
eigentlich 0,2 Proz.) haben: lproz. Oxalsiure, Chloroform, Glykose, 
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Acidum arsenicum, Adrenalin, Sublimat, Rhodanid und n/10 Bern- 
steinsiiure, dagegen hemmten lproz. NaCl und n/50 Bernsteinsiure 
nicht. Und weil auch bei der Lysis der Carcinomzellen Zugabe der 
jetzt genannten und anderer indifferenten Stoffe zu der wirksamen 
Lésung diese unwirksam machte, begniigte ich mich mit diesen acht 
Stoffen und suchte, warum | proz. NaCl nicht hemmte. Da hat sich 
gezeigt, daB ich eine zu schwache Konzentration des NaCl wihlte, 
weil die Normallésungen aller Salze, welche ich genommen habe, 
und zwar: NaCl, NaNO,, NaHCO,, Na,SO,, KCl, CuCl,, BaCl,, 
LiCl bei gleicher Zugabe zu KCN, dieses in seiner Wirksamkeit 
hemmen. Die n/10 Lésungen dieser Salze hemmen nicht, sondern es 
erfolgt bei dieser Konzentration die Auflésung der Zellen. Die Auf- 
lésung der Zellen in lproz. KCN bei Gegenwart von n/10 Lésungen 
der oben genannten Salze ist fast gleich, naimlich 66 bis 71 Proz., 
nur bei LiCl betrug sie 14 Proz. BaCl, und CuCl, eignen sich nicht 
gut, weil ein Niederschlag entsteht, der die Zihlung erschwert. Das- 
selbe hat sich auch bei Formamid gezeigt, nur die Auflésung der 
Zellen bei Gegenwart von n/10 Salzlésungen war nicht so hoch und 
gleichmaBig. Bei BaCl, betrug sie 37 Proz., bei CaCl, 55 Proz., bei 
KCl 38 Proz., bei Na,SO, 10 Proz., bei NaHCO, 55 Proz., bei Na, SO, 
34 Proz., bei LiCl] 42 Proz., bei NaCl 54 Proz. 


n NaNO,. Ilproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 





Zellemulsion | nNaNOy, lproz.KCN 1 proz. Form. Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen Tropfen Tropfer Tropfen Proz 

1 5 _— — 36 35 os 

1 5 1 —_— 31 29 — 

1 5 — 1 39 37 — 


n/10 NaNO,. lproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 








Zellemulsion n/10 NaNO, Iproz.KCN_ 1 proz. Form Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen Tropten Tropfen Tropten Proz. 
l 5 1 _— 45 15*) 66 
1 5 — l 41 27 **) 34 
*) Nur Schatten der Zellen. — **) Die Zellen sind intakt. 
n KCl. lIproz. KCN. Iproz. Formamid. Nierenzellen. 
. } a | , . 
Zellemulsion | nKCl lproz.KCN_ I proz. Form. Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen | Tropfen Tropfen Tronten Proz 
1 5 _— — 28 27 
1 5 1 — 26 26 
1 5 — l 2H 25 
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n/10 KCl. 


F. Hora: 


lproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 





Lysis 




















Zellemulsion n/l0K Cl Iproz. KCN 1 proz. Form. Nach 24 Stdn. 
Tropten Tropfen Tropten Tropfen Proz. 
1 5 l — 28 9 68 
1 5 — l 26 19 38 
nNaHCO,. IlIproz. KCN. Iproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion n NaHCO, Lproz. KCN I proz. Form. Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropfen Tropten Tropten Proz. 
1 5 os _ 32 28 
l 5 | — 26 25 - 
l 5 _ l 30 30 ~ 
n/l10 NaHCO,. Iproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion (0/10 NaHCOs) Iproz. KCN _ I proz. Form. Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropfen Tropfen Tropfen Proz. 
1 5 1 — 36 3 71 
] 5 _— l 36 17 55 
n CaCl,. lproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion nCaCl, lproz.KCN 1 proz. Form. Nach 24 Stdn Lysis 
Tropten Tropten Tropfen Tropfen Proz. 
1 5 — — 20 = Agglutination Agylutination 
1 5 l _- Ndschl. Niederschlag | N.ederschlag 
1 5 — l 31 28 _ 
n/10 CaCl, Iproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion  n/10 CaCl, Iproz.KCN 1 proz. For.a. Nach 24Stdn. Lysis 
Tropfen Tropten Tropfen Tropten Proz. 
l 5 l -— 41 Niederschlag Niederschlag 
1 5 —_ 1 27 30 _ 
n Na,SO, Iproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 
° . l . 
Zellemulsion nNa,SO,g _ Iproz.KCN | I proz. Form. | Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropfen Tropfen Tropten Proz 
1 5 — ~ 39 27 | — 
1 5 l —_ 43 41 — 
l 5 — 1 39 30 — 
n/10 Na,SO,. lproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion n/10Na,SO, Iproz.KCN_ Iproz. Form. Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen Tropten Tropten Tropfen Proz 
1 5 l — 55 16 71 
1 5 — ] 34 30 10 
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n BaCl,. lproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion n BaCl, Iproz.KCN | I proz. Form. Nach 24 Stdn Lysis 
Tropten Tropten Tropten Tropfen Proz. 
1 5 — 19 20 — 
1 5 1 — Nds.hl | Niederschlag Agglutination 
l 5 l 25 25 — 
n/10 BaCl,. Iproz. KCN. Iproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zeliemulsion nn 4 BaCl, 1 pees KCN | I proz. Form Nach 24Stdn. Lysis 
Tropfen Tropfen Tropfen Tropten Proz. 
1 5 1 _ Ndschl. Niederschlag | Niederschlag 
1 5 — 1 25 16 37 
n NaCl. Ilproz. KCN. Ilproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion n NaCl Iproz.KCN_ I proz. Form Nach 24 Stda. Lysis 
Tropten Tropfen Tropten Tropten Proz 
1 5 — — 29 29 — 
1 5 l — 24 25 — 
l 5 _ 1 33 31 - 
Kontrollen. 
Zellemulsion 0,6proz.NaCl Iproz KCN | I proz. Form. Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropfen Tropten Tropfen Tropten Proz 
1 5 _ —- 34 32 — 
l 5 l —_— 23 11 52 
1 5 — l 33 15 59 
nCaCl,. lproz. KCN. Iproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion n CaCly Iproz KCN | Iproz Form Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropten Trupfen Trupten OZ 
1 5 -- -—- 26 29 — 
1 5 1 _ 26 Agglut nat(16) —_ 
1 5 —_— l 22 23 — 
n/10 CaCl, Iproz. KCN. Iproz. Formamid. Nierenzellen. 
Zellemulsion n/10CaCl, | Iproz.KCN I proz Form. Nach 24 Stdn Lysis 
Tropten Tropien Tropten Tropten Proz 
1 5 1 -— 26 10 66 
] 5 — l 36 17 55 
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n LiCl. Iproz. KCN. lproz. Formamid. Nierenzellen. 





¢ : -_ | : 
Zellemulsion n LiCl lproz.KCN 1 proz. Form. Nach 24 Stdn. | Lysis 
Tropten Tropfen | Tropfen Tropfen Proz. 

l 5 _ — 48 55 — 

] 5 1 _ 38 37 _ 

] 5 - l 35 33 — 


n/10 LiCl. lproz. KCN. lproz. Formamid. Nierenzellen. 








| etek ‘eo ’ | ; 
Zellemulsion n/10 LiCl l proz.K CN | 1 proz. Form. || Nach 24 Stdn. Lysis 
Tropten Tropfen Tropfen Tropfen | Proz. 

] 5 l —_ 36 31 14 

] 5 — 1 35 20 42 


Diese hemmende Wirksamkeit der normalen Salzlésungen, welche 
so eng mit der Konzentration verbunden ist, war nicht so merkwiirdig, 
wie folgende Tatsache: Wenn man die Zellen in eine hemmende Lésung 
von Salzen und anderer indifferenten Stoffe gibt und erst nach 
24 Stunden KCN zusetzt, ist ihre hemmende Wirkung fast erloschen 
(siehe folgende Tabellen). 


lproz. Adrenalin. lproz. KCN nach 24 Stunden. Nierenzellen. 

















Zell- , |proz. | 06proz. Nach lproz. ¢ Nach Lysis 
. ao 24 Stdn CN || 26 Seda 
Tropten Tropfen Tropfen * | Tropten : Proz. 
l 1 5 30 31 +1 20 33 
1 5 1 30 32 +1 15 52 
lproz. Oxalséure. lIproz. KCN. Nierenzellen. 
ae | oe | HS | Nech | KEN | Nach | Lysis 
} 
Tropfen | Tropfen Tropfen | ooo, Tropten oa Proz 
| 
1 1 5 16 18 +1 ll 40 
1 5 17 19 +1 9 52 
lproz. Glykose. lproz. KCN. Nierenzellen. 
Zelle | I proz. 06 proz. I proz. : 
emulsion | Glykose NaCl By ~ J Kc N Jo | Lysis 
Tropfen | Tropfen Tropfen , Tropten : Proz, 
] 
1 1 5 38 | 34 +1 | U 68 
1 5 l ‘ 20 24 +] 9 62 
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lproz. Rhodanid. lIproz. KCN. Nierenzellen. 








emslsion | Rasdanid | NEC Noch PCN Nach Lysis 
Tropten Tropten Tropten eee. Tropten <a Proz 
1 ] 5 18 20 L } 14 30 
l 5 l 19 21 +1 16 27 
Zells - Zuyabe des . f 
ol heis ain, TMERCS Rd |e 
l n NaHCO, 32 28 l 16 38 
l n Na, SO, 39 37 l 23 38 
1 n KCl 28 27 1 13 52 
l n CaCl, 20 Agglutination l Agglutination 
1 n BaCl, 19 20 l ll 45 
1 n CaCl, 26 29 l Lysis mit Agglutination 
] n NaCl 29 29 1 18 | 38,5 
l n LiCl 48 55 1 33 40 


Aus dem Gesagten sieht man, daB neben der Konzentration der 
aktiven Stoffe und dem Medium, in welchem der Stoff wirkt, auch der 
Zeitpunkt der Zusetzung wichtig ist. Diese Erkenntnisse gelten auch 
fiir die Auflésung der Carcinomzellen, wie spater publiziert werden wird, 

Jetzt war noch zu bestimmen, in welcher Konzentration die Stoffe 
die Auflésung der Zellen zu hemmen beginnen. Als lytischen Stoff 
wahlte ich KCN und als hemmende Substanz nahm ich Salze und in 
einem Falle Glykose. Die Versuche waren so angeordnet, daB zu den 
Salzlésungen in steigender Konzentration immer dieselbe Konzentration 
des KC N zugegeben wurde. Von den Salzen wurden NaCl, KCl, NaN O,, 
Na,SO,, LiCl gepriift und zur Vergleichung Glykose. Die Salze in 
Konzentration von 0,2 Proz. bis n Lésung, KCN in Konzentration von 
0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4 Proz. Da hat sich gezeigt, daB hier die Héhe der 
Konzentration des Salzes nicht maBgebend ist. Wenn man die Tabellen 
betrachtet, sieht man, daB die Salze in sehr niedrigen Konzentrationen 
hemmen, wahrend zehnmal héhere Konzentrationen diese hemmende 
Wirksamkeit nicht haben. Wenn man die Versuche graphisch aus- 
driickt, und zwar so, daB man auf die Ordinate die steigenden Kon- 
zentrationen der Salze und auf die Abszisse die GréBe der Zellenlyse 
setzt, zeigen die so entstandenen Kurven wieder grobe Schwankungen. 
Nur bei schwacher Konzentration des aktiven Stoffes (0,05 proz. KC N) 
sinkt die Auflésung der Zellen bei steigender Konzentration der Salze 
allmahlich herab. 

Biochemische Zeitschrift Band 151. 16 



















































242 F. Hora: 
0,6- bis 3proz. NaCl. 0,05proz. KCN. 
Zelle 5 Tropf 1,25 be P 
euniuen Nac KCN , Nach Lysis Nach Lysis | Mitte! 
24 Stdn. 48 Stdn. 
Tropfen Proz. Tropfen Proz. Proz. __ Proz. 
| 0,6 41 13 70 8 83 76 
l ! 24 14 42 = Agglutinat - 
l 1,5 30 18 42 12 62 50 
] 2 l 35 26 25 19 45 35 
! 2.5 l 27 28 “ 17 40 20 
I 3 l 32 34 “ 32 “ 7 
75 , ~— 
60't—- +4 pana 60 rT T 
ss 
| 
% 40 ——— ae ev? | 
5 
> S 
aaa 9 egh4. ieoalinniil 
20} $e 
} | | 
ee e 
067 15 2 25,3 967 45 2 25,3 
. Na C1 1d Li G/ 0 
Abb. 6. Abb. 7. 
0,3- bis 2,5proz. LiCl. 0,05proz. KCN. 
Zells 5 Tropten 0,25 proz. ‘ . P . 
. ti Nach Lysis Nach | Lysis Mittel 
emulsion LiCl KCN 24 Stdn. 48 Stdn. 
Tropten Proz. Tropfen Proz. Proz. Proz. 
l 0.3 l 21 24 10 52 26 
l 0,6 l 33 37 29 12 6 
l l l 26 27 fy] 30 0 — 
l 1,5 1 23 28 6 | 26 - 
I 2 21 | 21 | 23 
] 2,5 ] 20 19 | 24 4 - 
Am meisten zeigen die Kurven Minima und Maxima. Unter 


den 72 Versuchen kénnen drei hauptsichliche Typen unterschieden 


werden: 


1. Die Auflésung der Zellen ist bei niedriger Konzentration des 
Salzes schwach, bei steigender Konzentration steigt sie auch, erreicht 
ihr Maximum und sinkt allmahlich herab (NagSO,, KCN, 0,1 proz. 
Glykose, 0,1 proz. KCN). 
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0,3- bis 3proz. Na,SO,. O,lproz. KCN. 























Zell« 5 Tropf 05 : : 
x. a Aha KEN Nach Lysis Nach Lysis Mittel 
: —— Seabee 24 Stda 48 Stdn 
rropfen Proz lropten Proz. Proz Proz 
I 0.3 | 51 57 19 35 2 
l l l 45 43 4 13 4 4 
] 15 l 458 36 25 33 31 28 
l 2 l 49 3y 20 41 16 Is 
l 2.5 l 43 49 “ 43 “ “" 
l 3 1 44 46 ” 45 " " 
60 
40 

e LI S 

~) 

220 2 

& 

>» 4 +—_1 2-4 N 

N " 

; | 
OI 7? 452 25,3 . 
lo 49 2 @, 
Na St Y <% allies 
Abb. 8. Abb. 9 


0,3- bis 3proz. Glucose. 0,1 proz. KCN. 





oamiios “Gee % CN Nach Lysis Nach Lysis Mitel 
Tropten Proz. Tropfen a6 San. Proz. com. Proz. = Proz 
] 0.3 l 38 29 20 28 25 22.5 
I 0.6 l 39 27 31 27 31 31 
1 1 l 36 17 52 17 52 52 
] 15 ] 31 20 36 17 45 40.5 
l 2 l 20 15 25 16 22 23.5 
l 2.5 ] 17 DO “ 31 33 16.5 
l ‘ ] 35 37 a 33 6 3 


hemmende Wirkung eintritt. Aber der Charakter der Kurve bleibt 
auch bei der wiederholten Zihlung nach 48 Stunden derselbe (NaC) 
—KCN 0,1, 04 Proz., NaNO,—KCN 0.2, 0.4, 0.8 Proz., Na, SO, 

KCN 0,6 Proz., KCI—KCN 0.1, 0.2, 0.4 Proz.. LiCl—-KCN 044, 
0,8 Proz., Glykose KCN 0.4 Proz.) 


2. Die Kurve zeigt mehrere Minima und Maxima, bevor die total 
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Glykose, 0,3proz. bis 


. Hora: 


n Lésung. 


0,4proz. KCN. 





Zells 
emulsion 


Tropten 


5 Tropten 
Giykose 
Proz. 


03 
0.6 
l 


1, 
2 
2. 
3 
3.5 
n 


2proz. 
KCN 
Tropfen 


*) Nur Schatten der Zellen 


0,3- bis 4proz. LiCl. 


23 
**) Die 


Nach 
24 Sidn 


30° 
19 
22 
17 
21 
12 
29 
25 


27 


Lysis 


Proz. 


“ 
49.5 
31.0 
58.0 
19.0 
45.0 

“7 

“7 

" 


Zellen sind intakt 


0,4 proz. 


Nach 


48 Stdn. 


21 
16 
23 
\7 


9) 


KCN. 


Lysis 


Proz 


22 
58 
28 
58 


Mitte! 


Proz 


1] 
D4 
99 5 
dS 
19 
5D 
14 
“7 
“” 





Zelle 


emulsion 
lropfen 


5 he 
LiCl 


A 
Proz. 


~ 

— 
‘. - 
ow oa 


vw 


~ 


mo Woh =: 


2 proz. 
KCN 
Tropfen 


ee 


28 
30 
38 
28 
24 
25 
24 
22 
26 


Nach 
24 Stdn. 


20 
27 
25 
22 
19 
26 
24 
28 
26 


Na, SO,, 0,3proz. bis n Lésung. 


Lysis 


Proz. 


28 
10 
34 
21 
21 
0“ 
6 
a 


a 


0,6proz. KCN. 


Nach 


48 Stdn. 


20 
25 


25 


Lysis 

Proz 
28 
16 
34 
14 


Mitte! 


Proz 


28 
13 
34 
17 
23 
“7 
“” 
“7 
“i 





Zells 


emulsion 
Tropfen 


iii i 


5 Tropten 
Nay SO, 


Proz 


0.3 
0,6 


90 tO DODO 
oa on & 


~ 
- 


3proz. 
KCN 
Tropten 


1 
] 
l 
l 
l 
] 
l 
1 
l 
1 


Nach 
24 Stdn. 


36 
34 
32 
28 
24 
32 
24 
30 
32 
19 


Lysis 


Proz 


40 
28 
33 
47 
35 
31 
28 
“7 
0 
a 


Nach 
48 Stdn. 


3) 
28 
37 
33 
28 
32 
25 
31 
33 
24 


Lysis 


Proz. 


47 
42 


24 


M.ttel 
Proz 


43.5 
35 
28 
42 
33.5 
2) 


27 


3. Die Kurve zeigt auch mehrere 
Minima und Maxima, aber der Charakter 
der Kurve ist nach 48 Stunden ein 
anderer, weil einige von den Konzen- 
trationen des Salzes, welche hemmten. 
diese Wirksamkeit verlieren. Man kann 
also sagen, daB solche Konzentrationen 
der Salze nicht hemmen, sondern nur 
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die Wirksamkeit des KCN _ verzégern (NaCl—KCN 0.6 Proz.. 
NaNO,— KCN 0,05 Proz.. Na,SO,—KCN 0.05, 0,1, 0.2, OA, 
0.8 Proz.. KCI—KCN 0,6, 0,8 Proz., LiCl—KCN 0,1, 0,2, 0,6 Proz.. 
Glykose KCN 0,05 Proz., 0,2, 0,6 Proz.) 







Na, SO,, 0,3proz. bis n Lésung. 0,2proz. KCN. 














Zell- 5 Tropten 1 proz ‘ 
Tm at Nach Lysis Nach Lysis Mittel 
o »SO ai . 
emulsion Nay SO, KCN 24 Stdn 48 Stdn. 


Tropten Proz Tropten Proz Proz Proz. 
Pp 












l 03 ] 48 42 12 41 14 13 

l 0.6 1 47 38 19 38 19 19 

l l l 35 34 4 36 ” 2 

] LS 1 44 39 1d 35 20 17.5 
l 2 ] MD 38 31 36 345 32.5 
l 2.5 l 40 32 20 34 16 18 

l 3 1 49 59 0 31 7 

l 3.5 l 33 36 “ 27 ; 18 

] n l 33 32 “ 36 " 
































~~, 
re 


2 
Va, J 









ny 
¥ 
3 


Abb. 1 





LiCl, 0,3proz. bis n Lésung. 0,2proz. KCN. 
















Zells 5 Tropten I proz. , ‘ : , 
emulsion | LiCl KCN oe | Oe ee | ae 
lropfen Proz Tropten Tt ae * Proz Proz. 















l 03 l 26 19 27 12 55 41 

1 0.6 l 23 18 21 19 18 19.5 
l l l 27 24 ll 25 8 9 

l 15 l 27 29 ”“ 14 42 21 

l 2 l 28 22 21 24 14 16 

| 2.5 l 20 25 ”“ 21 “ ” 

l 3 l 19 23 “ 20 ” " 

l 3.5 ] 25 29 “ 25 " " 

1 1 l 26 31 32 








Diese Kurven stimmen hierin zusammen: 





1. Nur bei bestimmter Konzentration der Salze kann das KCN 
die Zellen lésen. 

2. Die hemmende Wirksamkeit der Salze anf KCN hangt nicht 
von der absoluten Konzentration der Salze ab 
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3. In Konzentration von 2,5 bis 3,5 Proz. hemmen alle Salze voll- 
standig. 

Der verschiedene Charakter der Kurven kann teilweise durch 
verschiedene Qualitat der Zellen erklirt werden, wie es die folgenden 
Tabellen zeigen. Da sieht man, daB die Kurven bei denselben Bedin- 
gungen, aber mit zwei verschiedenen Zellemulsionen, auch verschiedenen 
Charakter zeigen. 


LiCl, 0,2proz. bis n Lésung. 0,2proz. KCN (eine andere Zellemulsion). 









































Zell- 5 oz. . 
“ - 24 Stdn. 48 Stdn. 
lropfen Proz. lropfen Proz. Proz. Proz 
l 0.2 l 27 25 33 15 60 46.5 
l 0.4 l 26 25 4 28 a 2 
l 0.6 l 33 22 33 24 27 30 
I I ] 32 18 43 20 38,5 41 
l 15 l 22 20 9 19 14 11,5 
] 2 ] 27 19 29 15 45 37 
l 25 l 32 21 34,5 18 45 40 
] 3 ] 31 33 “ 14 dd 22.5 
l n 1 26 26 a 24 4 2 
60 H T T T yi T 
tt + ty +N + - 
& ¥0 ! i—t \ 4 
2 4\ 
3 TBiLw 
bet —+ 4 
+ ——+ tae Ne 
{ Fm | i ='s 
Boege? 45 2 # Jj Zo nN 93G67 45 2 4,53 
Lia/ Na, SU, 
Abb. 15 Abb. 16. 
Fine andere Zellemulsion. 
Na,SO,. 0,lproz. KCN. Nierenzellen. 
7 , 5 Tropt 0.5 pre . ‘ . 
me. Ne, q = k EN Necb Lysis py Lysis Mittel 
Tropten Proz, Tropfen | “me | Pees. —_ Proz Proz. 
] 0.3 l 20 24 0 13 36 18 
l 0,6 l 34 32 6 10 (mit Agglutinat.) 
] l l 34 26 23 5 90 56 
l 15 1 31 24 21,5 15(+ Agglutinat.) - 
! 2 l 28 11 60 5 83 71 
l 2.5 | 39 32 18 13 66 42 
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NaCl, 0,6proz. bis n Lésung. 0,25proz. Saccharin. Nierenzellen. 





Aggluti- 

















ne : Ne 7 ontnatin Lew. — Nach nation Mitte! 
Tropfen Proz. lropfen a0 Stee. Proz. Cuma Proz. Proz. 
l 0.6 l 65 5 83 2 96 89.5 
l I 1 64 19] — 71 11 81 76 
l 15 67 | ale 2 15 76 (69 
2 0 «26(a «49 20 60 54,5 
1 3 1 48 22). 56 s 81-685 
1 n 1 48 35 33 37 22 27.5 
Uber den Mechanismus der rr. T | 
Auflésung der Zellen mit KCN, — re] 
Formamid und Saccharin, also so ait | K pt Din 
verschiedenen Stoffen, hat Laufberger S ™ 
die Hypothese aufgestellt, daB diese £4 |. | se 
Stoffe durch ihre hohe Dielektri- s N\ 
zitatskonstante die Zellen auflésen. ~* zo}-—— . 
Tatsaichlich wirken sie nach der 
GréBe ihrer DK: KCN am meisten, aT as mn 
Formamid schwacher und Saccharin Propo 


am wenigsten. Aber es ist hier 

noch ein qualitativer Unterschied; KCN verandert in den meisten 
Versuchen, wenn es auch nicht alle Zellen zu lésen vermag, griindlich 
die restlichen Zellen, so daB sie wie Schatten aussehen. Diesen 
Effekt haben Formamid und Saccharin niemals. Die nach Ein- 
wirkung dieser Stoffe zuriickgebliebenen Zellen sind intakt. 


Eine Erklarung der hemmenden Wirkung der Salze und anderer 
indifferenten Stoffe kann nicht gegeben werden. Das Atomgewicht 
ist dabei nicht maBgebend (KCl hemmt bei n/3-Lésung, die Citronen- 
siure bei n/7, die Bernsteinsiure bei n/10-Lésung. 


Citronenséure. 0,2proz. KCN. 





emulsion | Gitroken: | KCN Nech | Ursin Neh Lyi 

Tropfen saure Tropfen ite =H Proz : Proz. 
1 h 1 31 33 o | gs P 
| n/7 l 26 23 1] 24 8 
n/10 28 21 25 1 62 
1 n'15 38 26 30 20 47 


1 n 20 ] 27 20 25 18 33 
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KCl. 0,2proz. KCN. 
Zell- 1 
* 5 Tropten KON Nach Lys‘s Nach Lysis 
= Cl oe 24 Stdn. 48 Stdn 
lropten lropten Proz. Proz 
] n 1 28 28 “ 28 i] 
l n/3 ] 24 24 “ 22 8 
l n7 l 30 20 33 16 47 
l n/10 l 30 16 47 14 53 
1 n/l5 l 31 22 30 23 29 
60 t 
S ¥¢ 1 Sch oo t 
2 1 A } ji [sly P=.) 
7 a AG) p.bitronensdyre | Ls 
= Rae 4 eo 
se Se Se é 
Abb. 18. KCN 0.2 Proz. 
Citronensaéure. 0,4proz. KCN. 
Zell- 5 Tropt 2proz ‘ a ' an 
comioien Paacelen, JON 2. Lysis J Lysis 
lropten saure Tropfen ” - Proz. — Proz 
l n l 28 34 ” 32 7 
l ni7 l 29 20 31 23 21 
l n 10 1 28 17 40 16 45 
l n 15 1 31 17 46 17 46 
l n 20 l 24 1] sa) 13 45 
KCl. 0,4proz. KCN. 
Zelle = 2 proz. : : , 
’ 5 Tropten Form Nach Lysis Nach Lysis 
ener KC aun 24 Stdn, 48 Stdn. 
Tropten Tropfen Proz. Proz 
l n l 30 33 6 30 “ 
] n3 1 30 20 33 14 52 
] n/7 ] 26 12 55 13 5O 
l n/10 ] 22 7 72 9 62 
l nls l 36 30 19 21 42 
60 
Ryo -——— 
2 sf 
Y20}- 
sa 4 = 4 = 
1 i i 
72 
nF 7, 6 a 2 





Abb. 19. KCN 0,4 Proz. 
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Die Adsorptionsregeln sind hier nicht giiltig. Die Salze kann man 
nicht nach der Hofmeister-Reihe anordnen und auch mit einer chemischen 
Wirkung der Salze ist nicht zu rechnen. 

In der Literatur sind schon solche hemmende Wirkungen bekannt, 
namentlich durch die Salze. So geben ZnCl,, CuCl,, CaCl, einen Schutz 
gegen das himolysierende Wirken des Athers und der Organextrakte. 
Die Salze der Metalle kénnen die Saponin- und Stafylolysinhimolyse 
hemmen, aber auch beschleunigen. Anion ist da ohne Bedeutung und 
auch das Atomgewicht ist nicht maBgebend. Auch andere Stoffe 
hemmen die Himolyse (Serum, Proteine, Lecithin, Glykose, Gummose, 
Tyrosin, Harnstoff, Cholesterin, Ascitesfliissigkeit, weicher Agar. 
Saccharose). 

Zusammenfassung. 


1. Die Auflésung der Zellen von menschlichen Organen durch 
KCN, Formamid und Saccharin ist von der absoluten Héhe der Kon- 
zentration unabhingig. ! 

2. Die Auflésung der Zellen kann durch Zugabe verschiedener 
indifferenter Stoffe gehemmt werden, wobei wieder die hemmende 
Wirkung von der absoluten Konzentration der Stoffe unabhangig ist. 
Mabgebend ist da der Zeitpunkt der Zugabe. 

3. Die hemmende Wirkung haben alle Substanzen gezeigt, die 
gepraft wurden. 

4. Die Erkenntnisse gelten auch fiir die Lysis der Carcinomzellen. 
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Berichtigung. 


Von 


E. Rupp und IL. Sehlee. 


(Eingeqangen am 27. November 1926.) 


Unlingst glaubten wir berichten zu kénnen, da in wasserstoffperoxyd- 
haltiger Natriumbicarbonatlésung bet Gegenwart von etwas Hisensalz Form- 
aldehydbildung auftritt'). Hierzu macht uns Herr H. Wieland daraut 
aufmerksam, dab, seinen ..kritischen Versuchen iiber die Thunbergsche 
Theorie der CO,-Assimilation’*?) entsprechend, der Formaldehyd aus or- 
ganischen Stabilisierungszusaétzen der verwendeten Hydroperoxydsorten 
hervorgegangen sein diirfte. Wir wiederholten daher unsere Versuchsreihen 
mit eigens destilliertem Wasserstoftperoxyd und stellten fest, daB hiermit 
die Formaldehydfarbreaktionen negativ ausfielen. Es vermégen also auch 
eisenhaltige Hydroperoxydlésungen keine Reduktion von Kohlenséure zu 
Formaldehyd herbeizufiihren. 


') Diese Zeitschr. 172, 373, 1926. 
Ann. d. Chem. 486, 247. 





